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STRUTTURA DEL DNA 
 
Il DNA è costituito da 2 catene polinucleotidiche che sono complementari 
e antiparallele. Queste catene sono avvolte intorno ad un asse in senso 
destrorso (figura 1). I nucleotidi del DNA sono i desossiribonucleotidi; ogni 
nucleotide è costituito da uno zucchero di 5 atomi di carbonio (il 2’-D-
desossiribosio o il D-ribosio), una base azotata e un residuo di acido 
fosforico. La polarità degli acidi nucleici è individuata a partire 
dall’estremità 5’-fosfato verso l’estremità 3’-OH. La struttura del DNA 
presenta anche 2 solchi: uno maggiore e uno minore. Questi solchi sono 
come “serrature” che permettono l’entrata di acqua all’interno della doppia 
elica. 
 
Figura 1. Struttura del DNA 
 
La parte che varia in ogni nucleotide è la base azotata. Le basi azotate 
sono molecole eterocicliche contenenti carbonio e azoto e si dividono in 2 
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gruppi (figura 2): basi puriniche (adenina e guanina) e basi pirimidiniche 
(timina e citosina) [1]. 
 
 
Figura 2: Struttura molecolare di basi puriniche e pirimidiniche 
 
La sequenza delle quattro basi forma una specifica molecola di DNA che 
sarà trascritta in una proteina specifica[2,3]. L’ordine di accoppiamento delle 
quattro molecole è sempre una base purinica con una base pirimidinica: 
guanina-citosina (G-C) e adenina-timina (A-T) legate attraverso legami a 
idrogeno (figura 3). I legami a idrogeno sono due per la coppia A-T e tre 
per la coppia G-C. La distanza tra l’estremità della purina e quello della 




Figura 3. Legami a idrogeno tra le basi puriniche e pirimidiniche 
 
 
DUPLICAZIONE DEL DNA 
 
La duplicazione del DNA è molto importante per assicurare la continuità 
ereditaria tra cellule madre e cellule figlia. Nel 1953 il modello di Watson e 
Crick suggeriva che la molecola di DNA fosse in grado di duplicarsi. Infatti 
esperimenti successivi (Matthew Meselson e Franklin Stahl nel 1957) 
hanno dimostrato che la duplicazione di DNA è di tipo semiconservativo: i 
due filamenti di DNA si aprono nel momento della duplicazione e ognuno 
dei filamenti funziona da stampo per il nuovo filamento[2,3]. Alla fine della 
duplicazione avremmo due molecole di DNA, ciascuna composta da un 
filamento del vecchio DNA e un filamento nuovo complementare con il 
vecchio filamento (figura 4). I nucleotidi da soli non sono in grado di 
formare una catena; sono necessari enzimi capaci di legare i vari pezzi tra 
loro, come la DNA-polimerasi (che permette la polimerizzazione) e vari 




Figura 4: Duplicazione di DNA di tipo semiconservativo. 
 
 
DEFINIZIONE DI CANCRO 
 
Il cancro rappresenta, dopo le malattie cardiocircolatorie, la seconda 
causa di morte nei paesi industrializzati (figura 5). Poiché il processo 
neoplastico è dovuto ad alterazione nei meccanismi che regolano 
numerosi aspetti del fenotipo cellulare, è indispensabile comprendere 
questa patologia a livello molecolare e cellulare al fine di trovare gli 
strumenti più adeguati per arrestare il processo di proliferazione, invasione 
e metastatizzazione delle cellule tumorali. 
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Figura 5: mortalità in USA 2006 
 
A differenza di patologie come la fibrosi cistica o la distrofia muscolare, 
dove le mutazioni di un singolo gene sono responsabili della malattia, non 
esiste un singolo “difetto genico” che causa il cancro. Dati epidemiologici 
hanno evidenziato che l’incidenza del cancro aumenta con l’età (figura 6), 
suggerendo che lo sviluppo completo del fenotipo maligno richiede da tre 
a sette mutazioni. 
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Figura 6: incidenza annuale del cancro in funzione dell’età 
 
Il cancro è una malattia nella quale una singola cellula acquista la capacità 
di proliferare in maniera anomala e va a costruire una massa di tessuto la 
cui crescita è eccessiva e disordinata rispetto a quella del tessuto 
normale. Le ricerche condotte negli ultimi anni hanno stabilito che le 
mutazioni responsabili dello sviluppo della neoplasia possono interessare 
3 classi fondamentali di geni: 
 Gli ONCOGENI, la cui sovraespressione, attivazione costitutiva o 
modifica funzionale altera la funzione regolatoria di proteine coinvolte nella 
crescita cellulare; questi geni tipicamente esprimono un fenotipo 
dominante e quindi la loro azione oncogena si manifesta anche in 
condizioni di eterozigosi. 
 Gli ONCOSOPPRESSORI che, mutati, portano alla perdita o 
inattivazione di proteine che generalmente controllano il ciclo cellulare; 
questi geni esprimono un fenotipo recessivo in quanto la mutazione deve 
necessariamente essere presente in condizioni di omozigosi (doppia dose 
allelica) perché si manifesti la capacità oncogena. 
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 I GENI MUTATI che sono direttamente e funzionalmente coinvolti 
nelle fasi di inizio del processo neoplastico, ma la cui espressione, 
generalmente, serve per mantenere l’integrità e stabilità genomica; le 
alterazioni molecolari di questi geni aumentano la probabilità di mutazioni 
in altri geni coinvolti nell’oncogenesi. 
 
 
Figura 7: Effetti contrastanti di mutazioni in geni oncosoppressori (a) e in oncogeni (b) 
 
 
FATTORI CHE INFLUENZANO L’INSORGENZA DEI TUMORI. 
 
I fattori che favoriscono l’insorgenza dei tumori sono tanti e si dividono in 
varie classi: 
 SOSTANZE CHIMICHE (carcinogeni o cancerogeni): i 
cancerogeni sono sostanze che causano alterazioni del DNA. Alcune 
sostanze specifiche sono collegate a tumori specifici (l’esempio classico è 
il fumo che causa tumore al polmone). I primi cancerogeni riconosciuti di 
questa classe erano i derivati della fuliggine, del carbone, del catrame e 
degli oli minerali. Il cancerogeno più potente conosciuto è il 3,4-
benzopirene contenuto nel catrame. 
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 AGENTI FISICI: le radiazioni ionizzanti sono la causa principale 
del tumore della pelle: i raggi UV (cancro da luce negli agricoltori), i raggi 
X (cancro da radiazione nei medici), i raggi γ. 
 
 
Figura 8: organi in cui si concentrano gli elementi radioattivi 
 
 VIRUS: è stata già dimostrata la capacità dei virus di causare 
tumori negli animali, ma è ancora da verificarlo negli uomini. I virus 
oncogeni hanno la capacità di interagire con gli acidi nucleici dell’ospite e 





TIPI DI TUMORE 
 
Esistono due tipi di tumori: 
1. Benigno: massa localizzata e circondata da una membrana 
(capsula) che lo separa dai tessuti circostanti, generalmente rimovibile per 
via chirurgica. Per esempio:  
 Fibroma: tumore del tessuto fibroso e della muscolatura liscia 
 Lipoma: tumore del tessuto adiposo  
 Adenoma: tumore del tessuto epiteliale ghiandolare 
 Condroma: tumore del tessuto cartilagineo  
 Leiomioma: tumore del tessuto muscolare liscio 
2. Maligno: massa invasiva che infiltra e distrugge i tessuti 
circostanti ed è in grado di diffondere a distanza (metastasi). Per esempio: 
 Sarcoma: di derivazione mesenchimale 
 Carcinoma: deriva dall’epitelio di rivestimento 
 Adeno-carcinoma: deriva dall’epitelio ghiandolare 
 Linfoma: tumore solido di derivazione linfocitaria 
 Leucemia: neoplasia delle cellule bianche circolanti  
Le caratteristiche comuni di tutti i tumori sono le seguenti: 
 Crescita in assenza dei normali segni di attivazione 
 Crescita che ignora i segnali inibitori delle cellule vicine 
 Inibizione dei meccanismi di autodistruzione cellulare 
 Capacita di indurre la crescita dei vasi sanguigni 
 Immortalità 
 Capacita di invadere altri tessuti e di diffondersi ad altri organi 
 
 
TRATTAMENTO DEL TUMORE 
 
Il trattamento del tumore prevede generalmente l’uso contemporaneo di 
chemioterapia e radioterapia. Il trattamento ideale dovrebbe essere avere 
elevata tossicità per le cellule tumorali e nessuna tossicità per le cellule 
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sane del nostro organismo. Purtroppo non siamo ancora riusciti a trovare 
un bersaglio specifico per le cellule tumorali diverso da quello delle cellule 
sane. Infatti i farmaci antitumorali agiscono anche sulle cellule in stato di 
proliferazione (in particolare sul sistema emopoietico). 
La terapia varia a seconda del tipo e dello stato di neoplasia: è necessaria 
una corretta diagnosi e conoscere lo stadio in modo dettagliato per 
impostare una corretta terapia oncologica. Si possono usare due tipi di 
terapia: monochemioterapia e polichemioterapia.  
La monochemioterapia di solito si usa solo per pazienti con età superiore 
a 70-75 anni ed è la prima scelta per gruppi di neoplasie quali:  
o Linfomi non Hodgkin a basso grado di malignità 
o Carcinomi tiroidei anaplastici 
La polichemioterapia invece è quella più usata. Il sinergismo di più farmaci 
antitumorali aumenta l’attività terapeutica e riduce l’attività tossica del 
singolo farmaco variando il dosaggio ed il tempo di somministrazione.  
Poiché le cellule tumorali continuano a dividersi senza sosta e poiché la 
moltiplicazione cellulare richiede la sintesi di acidi nucleici, il primo 
obiettivo della terapia è quella di trovare composti che inibendo la 
formazione di tali acidi o dei loro precursori, siano in grado di arrestare la 
crescita incontrollata della massa tumorale. 
I farmaci antitumorali, infatti, si comportano da citostatici con scarsa 
tossicità selettiva. A tale azione si devono imputare gli effetti collaterali 
estremamente gravi di questi farmaci, che si manifestano in modo 
particolare su alcuni tessuti in continua crescita nel nostro organismo, 
quali ghiandole sessuali, sistema emopoietico, mucose, ecc. 
Un grande svantaggio nell’uso degli antineoplastici è legato alla 
diminuzione delle capacità difensive endogene dell’organismo nei 
confronti delle malattie infettive, correlato all’azione immunosoppressiva 
dei citostatici[6].  
Le cellule del nostro organismo hanno un ciclo cellulare che si ripete 
continuamente (figura 9). I farmaci chemioterapici possono agire su 
questo ciclo e in questo modo fermano la crescita della massa tumorale. A 
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seconda della fase del ciclo cellulare in cui agiscono si dividono in due 
categorie:  
a) Fase-specifici: colpiscono la cellula tumorale soltanto in una 
determinata fase del ciclo cellulare (es: fase S gli antimetaboliti, fase M gli 
alcaloidi della vinca e taxani) 
b) Non fase-specifici: colpiscono la cellula tumorale in qualsiasi fase 
del ciclo cellulare (es: agenti alchilanti, complessi di coordinazione del 
platino, antibiotici).  
La quantità di cellule che i chemioterapici fase-specifici possono uccidere 
aumenta progressivamente fino a raggiungere una fase di plateau. Questa 
cosa non succede invece per i chemioterapici non fase-specifici, in cui 
aumentando la dose il numero di cellule uccise aumenta 
progressivamente senza raggiungere mai un plateau. 
 
 
Figura 9: fasi del ciclo cellulare 
 12 
LE DNA TOPOISOMERASI 
 
Il DNA è una catena molto lunga che deve essere ripiegata all’interno 
della cellula. Per questo le cellule sono dotate di un sistema di enzimi (le 
topoisomerasi) capace di indurre superavvolgimenti nella superelica di 
DNA.  
Le DNA topoisomerasi (Top) sono una classe di enzimi appartenenti alla 
classe delle isomerasi, presenti sia negli eucarioti che nei procarioti, 
essenziali per il metabolismo degli acidi nucleici. Sono enzimi molto 
importanti nei processi di duplicazione, trascrizione, ricombinazione e 
riparazione del DNA[7].  
La loro funzione principale è quella di tagliare un solo filamento di DNA 
(topoisomerasi I, Top1) o entrambi i filamenti di DNA (topoisomerasi II, 
Top2) per far passare l’altro filamento o una seconda doppia elica.  
 
 
Figura 10: scissione e ricongiungimento del DNA mediate dalle topoisomerasi. 
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Sono necessarie tre fasi: rottura della molecola, passaggio del filamento 
attraverso il taglio e risaldatura del DNA. Inizialmente l’enzima si lega ad 
un tratto di DNA dove è presente una denaturazione. Dopo aver effettuato 
il taglio, si crea un apertura dove passa il secondo filamento integro. A 
seguito del passaggio si ha la risaldatura del filamento attraverso il gruppo 
ossidrilico sul legame fosforo-tirosina.  
Le Top sono capaci di rilassare il DNA sia con superavvolgimento 
negativo che positivo. Il superavvolgimento negativo è dovuto al 
disavvolgimento. Il superavvolgimento positivo è dovuto ad un 
avvolgimento che si ha durante il ciclo cellulare[8]. 
Inizialmente, le topoisomerasi sono state divise in due categorie in base al 
loro meccanismo d’azione: Top1 e Top2. Ad oggi sono state trovate altri 
tipi di topoisomerasi suddivise in (tabella 1):  
• Topoisomerasi I, IIIα, IIIβ, che appartengono al tipo I 
• Topoisomerasi IIα, IIβ che appartengono al tipo II 
 




La topoisomerasi I (Top1) è una proteina monomerica (765 a.a.) costituita 
da 4 domini, disposti intorno a una cavità con diametro di 20 Å, dove è 
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presente un residuo di tirosina. La molecola di DNA si inserisce all’interno 
di questa cavità (figura 11), e il gruppo OH della tirosina forma un legame 
fosfodiestereo con un gruppo fosforico di uno dei due filamenti di DNA. 
Dopo il taglio, il DNA è libero di ruotare attorno all’altra catena, con un 
movimento favorito dall’energia contenuta nello stesso superavvolgimento. 
La velocita di rotazione viene controllata dall’enzima stesso. Al termine, il 




Figura 11: struttura del legame topo I-DNA 
 
La Top1 è un bersaglio molto studiato per farmaci antitumorali. I composti 
che agiscono sulla topoisomerasi I bloccano la fase replicativa del ciclo 
cellulare (fase S). La camptotecina (CPT) è un alcaloide naturale estratto 
dallla Campteca Acuminata dotato di elevata attività antitumorale[10]. 
Questo alcaloide è in grado di stabilizzare il complesso DNA-
topoisomerasi I. La camptotecina intercalandosi nel DNA si sovrappone 
parzialmente al residuo guaninico +1 della catena di DNA scissa, mentre 
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l’anello lattonico e l’ossidrile in posizione 20 stabiliscono interazioni con i 
residui Arg264, Asp733 e Asn722 dell’enzima. Il legame camptotecina-
DNA attiva la proteina p53, che induce l’apoptosi cellulare.  Studi di 
relazioni struttura-attività hanno dimostrato che il lattone, il piridone e 
l’ossidrile in 20 sono fondamentali per l’attività. 
L’uso clinico della camptotecina è molto limitato a causa della sua tossicità 
e bassa solubilità. Modifiche cliniche della camptotecina hanno portato alla 






Le DNA topoisomerasi II (Top2) sono enzimi dimerici costituiti da due 
monomeri identici (figura 12). Sono divisibili in due sottofamiglie A e B e 
rilassano sia superavvolgimenti positivi che negativi. 
A differenza della Top1, la Top2 ha la capacità di rompere entrambi i 
filamenti del DNA. Dopo il legame dell’enzima al suo substrato, due 
tirosine danno luogo al attacco nucleofilo sui due filamenti di una molecola 
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di DNA e rimangono legate covalentemente alle due estremità 5’-fosfato. 
Per agire sul DNA la Top2 necessita del catalizzatore energetico ATP[11]. 
 
 
Figura 12: struttura della topoisomerasi II 
 
La Top2 forma con il DNA un complesso non scindibile B ed un 
complesso scindibile C. L’interazione di un secondo DNA (DNA iniziatore) 
con il complesso scindibile C potrebbe iniziare il passaggio di tale DNA 
attraverso il complesso scindibile stesso[11]. 
La Top2, come la Top1, è importante per la replicazione del DNA e la 
trascrizione dell’RNA. La Top2, in più ha la funzione di mantenere la 
struttura della cromatina e separare le molecole di DNA[12].  
Quando la cellula si sta dividendo, le coppie di cromosomi devono essere 
separate. Durante la separazione alcune regioni dei due cromosomi 
omologhi potrebbero attorcigliarsi tra loro, ostacolando la separazione. La 
Top2 risolve questo problema lasciando passare un’elica di DNA 
attraverso l’altra. Essa taglia entrambi i filamenti della doppia elica e 
mantiene fisse entrambe le metà. Poi passa l’altro filamento di DNA 
attraverso l’apertura. Alla fine risalda entrambi i filamenti tagliati. 
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Le DNA Top2 risolvono il cosiddetto problema topologico, 
controbilanciando il superavvolgimento che si sarebbe creato nella 
molecola di DNA nel momento di passaggio della forcella di replicazione. 
Quasi tutti gli inibitori della Top2 hanno una porzione policiclica aromatica 
che può intercalare il DNA e una o più catene laterali alifatiche che si 
alloggiano nel solco minore della doppia elica e potrebbero interagire 
anche direttamente con l’enzima. 
Gli inibitori della Top2 si dividono in due classi principali: 
• I veleni che stabilizzano il complesso covalente DNA-Top2 
• Gli inibitori catalitici che agiscono a differenti stadi del ciclo 
catalitico. 
I veleni della Top2 sono una classe eterogenea di composti nella quale 
troviamo: le antracicline, le epipodofillotossine e gli antracenedioni. 
Gli antibiotici antraciclinici derivati dallo Streptomyces Peucetius, sono 
utilizzabili come antitumorali poiché esprimono questa attività mediante il 






Gli antracenedioni (mitoxantrone e ametantrone) hanno una struttura 
simile a quella della antracicline e per questo motivo sono usati nella 
terapia antineoplastica[13].  
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 Mitroxantrone                                               Ametantrone 
 
Le epipodofillotossine sono derivati semisintetici della podofillotossina, 
estratta dalla mandragola. Due composti appartenenti a questa classe 
(etoposide e teniposide), agiscono inibendo la Top2. 
 
       
  Etoposide                                                 Teniposide 
 
Gli inibitori catalitici della Top2 sono una classe eterogenea di composti 
con diversi meccanismi d’azione: possono interferire con il legame DNA-
topoisomerasi come l’aclarubicina e la suramina; possono stabilizzare i 
complessi non covalenti DNA-Top2 come il marbone; oppure possono 
inibire il legame con l’ATP. 
L’aclarubicina è un agente antineoplastico isolato da Streptomyces 
Galilaeus. È un antibiotico antraciclinico e inibisce il legame della Top2 
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con il DNA e in questo modo blocca la replicazione di DNA, RNA e 
proteine; è un antagonista di altri inibitori della Top2 come etoposide, 
teniposide e amsacrina. Ad alte concentrazioni, l’aclarubicina stimola la 
formazione di complessi covalenti DNA-Top1, mentre a concentrazioni più 
basse inibisce il legame DNA-Top1, è quindi un antagonista della 






La suramina è un composto polianionico con attività antitumorale. Ha la 
capacità di inibire il legame di alcuni fattori di crescita (TGFb, EGF, bFGF) 
con i loro recettori. La suramina inibisce in particolare l’attività catalitica 






Il merbarone è un composto derivato dalla coniugazione dell’acido 
tiobarbiturico con l’anilina mediante legame amidico; inibisce in particolare 
la Top2α. Il merbarone non ha effetto sul legame DNA/Top2 né sull’idrolisi 






FUNZIONI DELLA TOPOISOMERASI I 
Le similitudine meccanicistiche tra Top1 e altre tirosina-ricombinasi, 
suggeriscono che anche Top1 può avere un ruolo nella ricombinazione del 
DNA. L’attività ricombinante della DNA è stata ipotizzata per la 
replicazione della vaccinina ed hepadnavirus. La Top1 può avere un ruolo 
anche nello splicing dell’RNA mediante fosforilazione delle proteine SR. 
La Top1 rilassa il DNA superavvolto in assenza del cofattore energetico 
tagliando il DNA e permettendo la rotazione dell’estemità rotta. Una volta 
rilassato il DNA, la Top1 rilega le due estremità con un legame covalente. 
Questo processo richiede che l’estremità 5’-OH sia allineata con il legame 
fosfodiestereo tirosina-DNA. 
Il complesso di scissione della Top1 può essere convertito in lesioni 
potenziali del DNA. La stabilizzazione di questo complesso generalmente 
avviene da allineamenti sbagliati dell’estremità 5’-idrossilica del DNA. 
Questi allineamenti sbagliati possono essere generati dal legame di 
farmaci all’interfaccia tra l’enzima e il DNA rotto[15,16], e da alterazioni del 






Gli inibitori della Top1 camptotecinici e non-camptotecinici intrappolano il 
complesso di scissione Top1 legandosi all’interfaccia tra enzima e DNA. 
Due derivati della camptotecina sono usati nella terapia del cancro: 
Topotecan e CPT-11 Irinotecan. CPT-11 è un profarmaco. Deve essere 
convertito nel suo metabolita attivo SN-38. Altri derivati della camptotecina 
sono in fase di studio preclinico o clinico[17]. 
Le camptotecine agiscono mediante 2 meccanismi: 
 Legano in maniera reversibile il complesso di scissione della 
Top1. In condizioni farmacologiche si instaura un equilibrio tra il 
complesso ternario farmaco-enzima-DNA ed il complesso dissociato. Una 
volta rimossa la camptotecina dal terreno di coltura, il complesso scindibile 
si ristabilisce rapidamente[18]. 
 Quelli con una guanina nell’estremità 5’ della rottura intrappolano 
un solo elemento del complesso di scissione della Top1. Le 
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Indenoisochinoline tendono a stabilire questo complesso con la citosina 
nell’estremità 3’ della rottura[19]. Questa sequenza spiega perché le 
camptotecine sono inibitori deboli della Top1. 
Il complesso di scissione della Top1 può essere intrappolato da lesioni 
frequenti del DNA. 
I complessi di scissione indotte da alterazioni del DNA (errori mismatch, 
rotture) possono essere irreversibili (figura 13 A). Questi complessi si 
chiamano anche “complessi suicida” [20,21]. Questi causano una rottura del 
DNA (un filamento o entrambi i filamenti) in associazione con una grande 
proteina legata covalentemente all’estremità 3’ (Top1 pesa 100 kDa). Il 
complesso di scissione reversibile può produrre un complesso di scissione 
irreversibile dopo il processamento di DNA e RNA polimerasi (figura 13 B 
e C). Cosi, entrambe le sintesi di DNA e RNA convertono i complessi di 
scissione reversibili in lesioni del DNA. Il contributo relativo alla 
replicazione e trascrizione del DNA dipende dalla concentrazione della 
camptotecina e dal tipo della cellula. Nelle cellule cancerogene in elevata 
proliferazione, le lesioni al DNA indotte dalla replicazione contribuiscono 
alla tossicità a basse dosi di camptotecina; mentre lesioni al DNA indotte 
dalla trascrizione contribuiscono alla tossicità ad alte dosi di camptotecina. 
Nelle cellule che non si dividono (neuroni, linfociti) il danno indotto dalla 
trascrizione può uccidere la cellula a concentrazioni farmacologiche. 
La Camptotecina è un potente inibitore della trascrizione di mRNA e 
rRNA. Anche se i livelli generali della trascrizione decrescono, geni 
specifici sono influenzati diversamente. Per esempio, la camptotecina 
causa una forte inibizione del c-myc endogeno nel promotore P2, ma 
produce un minimo effetto nel gene c-myc nella trascrizione basale dei 
geni Hsp70 e Gadph[22]. La camptotecina ha poco effetto all’inizio della 
trascrizione.  
Al contrario della replicazione, l’inibizione della trascrizione recupera 
rapidamente a seguito del trattamento con camptotecina. Il recupero della 
sintesi di RNA dipende dalla degradazione della Top1 e del 
funzionamento della coppia di nucleotidi (TC-NER). Le cellule tumorali che 
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sono deficienti nella degradazione della Top1 e in TC-NER sono 
ipersensibili al trattamento con la camptotecina. 
Il meccanismo molecolare coinvolto nella riparazione del DNA associato 
alla Top1 è stato maggiormente studiato rispetto a quello per la Top2. 
Consideriamo 3 vie principali per la riparazione: (i) inversione dei 
complessi covalenti Top1-DNA attraverso la rilegatura dell’estremità 5’, (ii) 
scissione della Top1 da parte della Tdp1, (iii) scissione della Top1 da 
parte delle endonucleasi. Rimane da determinare quale via è preferita o è 
selettiva per i danni al DNA associati alla Top1 rappresentati in figura 13. 
a. L’inversione del complesso covalente Top1-DNA attraverso la 
rilegatura nell’estremità 5’. 
La rilegatura del DNA mediata da Top1 richiede che l’estremità 5’-OH sia 
allineata con l’estremità 3’ legata alla Top1 per l’attacco nucleofilo verso il 
legame tirosil-fosfoestereo (figura 14B). Questo meccanismo esclude i 
complessi Top1 suicidi generati da lesioni al DNA con l’estremità 5’ rotta 
(figura 13A), senza che si ripari prima. La rilegatura con Top1 può essere 
prevista per il blocco della replicazione e della trascrizione (figura 13B e 
13C) seguendo la regressione dei complessi di replicazione e trascrizione. 
La regressione della replicazione a forcella può generare una ‘zampa di 
gallina’[23] che è topologicamente equivalente alla giunzione di holiday. Le 
elicasi RecQ e la Top3 formano i complessi elicasi-Top3, che sono stati 
implicati nella regressione della replicazione a forcella e la loro ripresa. Un 
possibile intermedio è la conversione dalla ‘zampa di gallina’ in una doppia 
giunzione holiday catalizzata da Rad51, che può essere risolto da Top3. Il 
ruolo dell’elicasi RecQ nell’elaborazione del danno DNA mediato dalla 
Top1 è dimostrato dalla ipersensibilità del lievito Sgs1 e Rhq1, e dalla 
ipersensibilità delle cellule nella sindrome di Bloom alle camptotecine. 
Nel caso della trascrizione, i complessi di RNA bloccati possono essere 
spiazzati dai complessi di scissione Top1 senza rimozione del DNA 
trascritto. La ripresa della trascrizione può finire l’mRNA incompleto. 
Rad26 e TFIIS sono state implicate nel backtracking dell’RNA polimerasi 
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II. RNA polimerasi II può essere degradato seguendo il trattamento con 
camptotecina, però è limitato ad alcuni tipi di cellule. 
Poiché la Top1 è molto efficace nella rilegatura dell’estremità 5’-OH da un 
substrato non-omologo al complesso covalente Top1, i complessi di 
scissione Top1 si possono invertire mediante la rilegatura di una estremità 
non-omologa, che porta a una ricombinazione del DNA. La camptotecina 






b. L’escissione della Top1 da parte della Tdp1  
La Tdp1 è stata scoperta da Nash e collaboratori[24] come un enzima 
capace di idrolizzare il legame covalente tra Top1 e l’estremità 3’ del DNA. 
Tdp1 genera un 3’-fosfato che si elabora ulteriormente a 3’-fosfatasi, come 





La Tdp1 appartiene alla famiglia delle fosfolipasi D, che sono enzimi che 
idrolizzano i fosfolipidi; è fisiologicamente molto importante perché la 
mutazione omozigote H493R causa atassia spinocerebellare con 
neuropatia assonale (SCAN1)[25]. Le cellule SCAN1 sono ipersensibili alle 
camptotecina e alla radiazione ionizzante, ma non all’etoposide o 
bleomicina. La Tdp1 è vitale nel lievito ed è ipersensibile ad alti livelli dei 
complessi di scissione della Top1 generati dalla sovraespressione tossica 
della Top1. È ipersensibile alla camptotecina solo quando il gene 
checkpoint Rad9 è simultaneamente inattivo o quando alcune vie 
dell’endonucleasi (Rad1/Rad10 e Slx1/Slx4) sono inattive. 
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Comunque la funzione della Tdp1 non è limitata solo alla riparazione dei 
complessi di scissione della Top1. L’eliminazione del gene Tdp1 nel lievito 
conferisce ipersensibilità agli agenti che bersagliano la Top1 e Tdp1 è 
capace di rimuovere un peptide derivato dalla Top1I del lievito che si lega 
con legame covalente alla DNA con un legame 5’-fosfotirosilico[26]. La 
Tdp1 può rimuovere il 3’-fosfoglicolato generato da lesioni ossidative del 
DNA, il che suggerisce un ruolo maggiore nel mantenimento della stabilità 
genomica. 
La Tdp1 umana agisce come un monomero e la sua struttura cristallina 
mostra la presenza di due domini catalitici connessi da un asse di 
simmetria. Ciascun dominio contiene tre residui di HKN (equivalente al 
motivo HKD delle fosfolipasi), che formano una rete catalitica con due 
molecole di acqua, importanti per l’attività di Tdp1[25]. La Tdp1 idrolizza il 
legame DNA-fosfotirosina in due reazioni SN2 consecutive. Nella prima 
reazione, H263 del motivo HKD, rilascia la tirosina della Top1 dal 
fosfodiestere formando un legame covalente transitorio fosfamidico tra 
l’atomo di N del nucleofilo H263 e l’estremità 3’ del DNA. La mutazione 
dell’H263 abolisce l’attività catalitica di Tdp1. Nella seconda reazione, 
H493 del secondo motivo HKD catalizza l’attacco nucleofilo del legame 
fosfamidico con una molecola di acqua. Questo rigenera la Tdp1 e 
produce l’estremità 3’-fosfato di DNA (figura 15B). La mutazione H493R di 
SCAN1 influisce nella seconda reazione che porta ad un accumulo di 
intermedio Tdp1-DNA e riduce l’attività catalitica della Tdp1. Champoux ha 
dimostrato che la Tdp1 wild-type può idrolizzare l’intermedio fosfamidico 
Tdp1/DNA, e ha proposto che l’assenza di sintomi nei portatori eterozigoti 
di SCAN1 può essere dovuto al rilascio di questi intermedi covalenti e la 
coesistenza con Tdp1 wil-type. È stato proposto anche che l’intermedio 
Tdp1/DNA può essere responsabile per il danno al DNA che causa 
SCAN1. 
Sia la struttura del segmento di DNA legato alla Top1 che la lunghezza 
della catena polipeptidica di Top1 determinano l’attività di Tdp1. Per 
l’attività ottimale di Tdp1 si richiede: a) un segmento di DNA che abbia 
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almeno alcuni nucleotidi; b) un legame fosfotirosinico esposto al giunzione 
Top1-DNA; c) un segmento corto polipeptitico di Top1, poiché l’efficacia di 
Tdp1 decresce con l’allungamento del polipeptide Top1. Infatti, Top1 deve 
essere denaturata per la corretta attività di Tdp1. Sono state osservate 
ubiquitinazione e degradazione di Top1 in seguito a trattamento con 
camptotecina. Il meccanismo di degradazione delle Top1 appare 
selettivamente insufficiente nelle cellule trasformate, anche se non tutte le 
cellule trasformate sono capaci di scindere Top1 in seguito al trattamento 
con la camptotecina. È stata proposto che queste differenze potrebbero 
contribuire alla resistenza alla camptotecina. Una struttura di Tdp1 legata 
al peptide contenente la tirosina, dimostra che il DNA e la Top1 devono 
adattare le loro strutture per legare Tdp1. Il DNA si lega ad un solco stretto 
ad un solo filamento e il polipeptide corto di Top1 si piega diversamente 
dalle Top1 native. Per il doppio filamento di DNA è stato proposto un 
modello diverso. 
L’estremità 3’-fosfato generato da Tdp1 deve essere idrolizzato a 3’-OH 
per essere ulteriormente processato dalle DNA polimerasi e/o ligasi (figura 
15 B). Nel lievito, questa attività 3’-fosfatasica si svolge ad opera di Tpp1 e 
due endonucleasi apuriniche multifunzionali, Apn1 e Apn2 (figura 16A). 
Apn1 è l’ortologa dell’endonucleasi IV di E. coli e rappresenta la maggiore 
endonucleasi AP nel lievito. Apn2 (chiamata anche Eth1) appartiene alla 
seconda famiglia di endonucleasi AP ed è l’ortologa di Ape1 negli umani. 
Per sensibilizzare il lievito alla camptotecina è necessaria la simultanea 
inattivazione di Tpp1, Apn1 e Apn2. L’ipersensibilità del triplo mutante 
tpp1, apn1 e apn2 si ristabilisce inattivando Tdp1[27], indicando che in 
assenza di Tdp1 il lievito usa una via endonucleasica alternativa per 
rimuovere i complessi covalenti della Top1 (figura 15C e 16A). Gli 
ortologhi 3’-fosfatasici di Tpp1 sono Pnk1 nella fissione del lievito e PNKP 
negli unami. In aggiunta alla loro attività 3’-fosfatasi, Pnk1 e PNKP 
possiedono attività 5’-kinasica, che manca al tpp1. Una down-regulation 
stabile della PNKP umana, sensibilizza a camptotecina, ionizzazione e 






Negli umani, Tdp1 e PNKP formano un complesso multiproteico con 
XRCC1, poli(ADP-ribosio) polimerasi (PARP), β-polimerasi, e ligasi III. 
Questo complesso contiene gli elementi cruciali per la riparazione della 
scissione. Le cellule dei mammiferi che mancano di XRCC1 o PARP sono 
ipersensibili alla camptotecina. L’ipersensibilità alla camptotecina può 
essere legato ad un mal funzionamento di Tdp1. È stata scoperta che una 
nuova proteina, aprataxin, si associa con il complesso XRCC1 (figura 
15B). Aprataxin è una proteina con 342 amminoacidi codificata dal gene 
APTX, la mutazione del quale produce atassia oculomotrice e aprassia. 
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Fino a oggi non è stato scoperto un inibitore farmacologico della Tdp1. 
Vanadato e tungstato inibiscono Tdp1 a concentrazioni millimolari. 
Comunque potrebbe essere ragionevole sviluppare inibitori di Tdp1 in 
combinazione con le camptotecine per il trattamento del cancro. L’ attività 
anticancerogena degli inibitori di Tdp1 può essere molto importante, dato 
che l’ipersensibilità alle camptotecine nel lievito con Tdp1-diffetosa è una 
condizione per difetti di Rad9. Un secondo gruppo di geni include: 
Rad1/Rad10, Mre11/Rad50, Mus81/Eme1; mutazioni in ciascuno di questi 
geni rende le cellule sensibili alle camptotecine. Nel cancro del colon, 
generalmente causato da mutazioni di Mre11, potrebbero essere utilizzati 
inibitori di Tdp1 in combinazione con le camptotecine. 
c. Scissione di Top1 ad opera di endonucleasi 
Studi effettuati sul lievito hanno dimostrato l’esistenza di vie alternative 
oltre a Tdp1 per rimuovere i complessi covalenti di Top1. Rad1/Rad10 e 
Slx1/Slx4 sembrano funzionare in vie parallele con Tdp1. Rad1/Rad10 è 
l’ortologa dell’endonucleasi umana XPF/ERCC1, che scinde l’estremità 3’ 
del DNA dall’addotto ingombrante durante la riparazione della scissione 
nucleotidica. Come Tdp1, Rad1/Rad10 richiede una scanalatura di un solo 
filamento tra l’estremità 3’ e l’estremità 5’ del DNA (figura 16B), 
suggerendo che Tdp1 e Rad1/Rad10 condividono gli stessi substrati. 
SLX1 e SLX4 sono state identificate come geni letali con mutazioni in 
SGS1 e TOP3. Il complesso dimerico ha una attività endonucleasica forte 
con una vasta gamma di substrati e Slx1/Slx4 sembra funzionare come 
una via alternativa in assenza di Tdp1.  
Mus81/Mms4 preferenzialmente scinde le forcelle di replicazione e 
richiede la presenza della doppia elica di DNA vicino all’estremità 3’ per 
essere processato. Il lievito in cui manca Mus81 e Rad50 è molto sensibile 
alle camptotecine28. 
Il complesso Mre11/Rad50/Xrs2 (MRX) scinde preferenzialmente i 
substrati forati e le strutture a forma di forcina (figura 16B). MRX sembra 
funzionare indipendentemente da Tdp1, e la stessa cosa per 
Mus81/Mms4 e Rad27. E necessario sae2 per l’attività endonucleasica di 
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MRX, e i ceppi in cui manca sae2 sono molto sensibili alle camptotecine. Il 
complesso MRN ha anche funzione di checkpoint, che contribuisce alla 
sopravvivenza cellulare in risposta alla camptotecina28. 
Rad27 contribuisce alla riparazione dei complessi covalenti di Top1 (figura 
16). La delezione di rad27 causa una media sensibilità alla camptotecina. 
L’apparente discrepanza tra l’attività endonucleasica di Rad27 e il suo 
ruolo nella riparazione di Top1 può essere spiegato da uno studio che 
dimostra che Rad27 in coordinazione con la proteina della sindrome di 
Werner e la proteina di replicazione A (RPA) possiede attività 5’-
endonucleasica e può elaborare substrati che mimano le forcelle di 
replicazione.  
Un recente screening genetico nel lievito per l’ipersensibilità alla 
camptotecine ha identificato un grande numero di geni che meritano 
un’ulteriore indagine. Per esempio, SRS2 risulta tra i geni più critici 
richiesti per la crescita in presenza di camptotecine. SRS2 codifica una 
DNA elicasi che contribuisce allo svolgimento locale e che permette 
l’accesso della endonucleasi descritte prima. 
Le risposte cellulari ai veleni di Top1 determinano la risposta del tumore e 
la tossicità per l’ospite. La riparazione efficace è probabilmente accoppiato 
all’attivazione di checkpoint. L’arresto del ciclo cellulare seguendo 
l’attivazione di checkpoint può avere 2 benefici: (i) può dare tempo per la 
riparazione del danno al DNA, (ii) può prevenire un ulteriore danno alla 
replicazione del DNA. Sia i checkpoint della fase S che della fase G2 cosi 
come le vie p53/p21 sono attivati dal danno al DNA mediato dalla Top1. 
Poiché i checkpoint del ciclo cellulare sono connessi all’apoptosi è 
probabile che il danno eccessivo al DNA attivi l’apoptosi coinvolgendo gli 
stessi sensori del danno al DNA. Sarà interessante chiarire la correlazione 
tra proteine sensori, checkpoint, riparazione del DNA e apoptosi. 
L’integrazione di queste vie può spiegare la risposta cellulare ai veleni 
della Top1.  
Chk1 è una chinasi evolutivamente conservata e un membro essenziale 
del checkpoint del danno al DNA. La sua delezione è letale nelle cellule 
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staminali con elevata apoptosi. Non è invece letale la sua delezione nelle 
cellule del lievito o del pollo. Comunque queste cellule dimostrano una 
incapacità di recupero del blocco di replicazione e sono ipersensibili alle 
radiazioni ionizzanti. Nel lievito, la chinasi Tel1 attiva Chk1 insieme alle 
proteine pinza “9-1-1 PCNA”: Rad17, Mec3 e Rad24. Le cellule in cui 
manca Tel1 o le proteine “9-1-1” sono sensibili alle camptotecine. Negli 
umani e nel xenopus, ATR (l’ortologo del tel1) con il complesso Rad9-
Rad1-Hus1 regola Chk1 attraverso la fosforilazione. È necessaria la 
claspina, proteina che si lega al DNA per l’attivazione di Chk1. Altre 
chinasi, inclusa ATM possono attivare Chk1 mediante fosforilazione. 
I primi dati in letteratura sull’attivazione di Chk1 da parte della 
camptotecina sono stati ottenuti dal lievito[29]. La fosforilazione di Chk1 è 
rapido dopo trattamento con camptotecina e raggiunge il plateau tra i 60 
minuti e le 3 ore. L’attivazione di Chk1 richiede fosforilazione da parte di 
Rad3 ed è richiesta per l’arresto del ciclo cellulare e l’interazione con 
Rad24 e Rad25 che sequestra Cdc25. Nei mammiferi, la camptotecina 
attiva Chk1. L’attivazione di Chk1 richiede la fosforilazione da parte di 
ATR in S345. L’arresto nel G2/M è mediato dalla fosforilazione del 
Cdc25C da parte di Chk1 e successiva inattivazione di Cdc25C, e l’arresto 
in fase S è mediato dalla fosforilazione di Chk1-mediato di Cdc25A e 
degradazione di Cdc25A. Chk1 può fosforilare anche Rad51 sul T309. 
Rad51 è coinvolto nella ricombinazione omologa e fornisce un legame tra 
l’attivazione di Chk1, la riparazione del DNA e la sopravvivenza dopo lo 
stress replicativo. 
La camptotecina induce anche la degradazione di Chk1. La fosforilazione 
su S345 segna Chk1 per degradazione proteolitica e può essere indicativo 
di un meccanismo a feedback negativo che può indicare la fine del 
checkpoint. È stato suggerito che la degradazione di Chk1 avviene 
mediante una via proteolitica dopo esposizione alla geldanamicina, un 
agente che lega Hsp90 e simula la degradazione mediata dal proteasoma. 
La down regulation di Chk1 da parte di siRNA potenzia la tossicità della 
camptotecina nelle cellule tumorali. L’inibizione di Chk1 da parte di UCN-
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01 potenzia la citotossicità della camptotecina mediante elliminazione del 
checkpoint in fase S. Il simultaneo trattamento con le camptotecine e 
UCN-01 ha portato all’eliminazione del checkpoint in fase S, la crescente 
fosforilazione di γ-H2AX (un marker della rottura del doppio filamento del 
DNA), e morte cellulare indipendente dal p53. 
La Chk2 non condivide un’analogia nella sequenza con la Chk1. La Chk2 
funziona come un checkpoint e come chinasi apoptica dopo essersi 
attivata mediante fosforilazione principalmente da parte di ATM e da ATR, 
DNA-PK, le chinasi polo-like Plk1 e Plk3, e da TTK/hMps1. Seguendo la 
fosfolirazione iniziale sul T68, Chk2 subisce una dimerizzazione con una 
molecola di seconda Chk2. Questa interazione è seguita da una cascata 
di autofosforilazione su T387/T383 e S516, che sono necessarie per la 
completa attivazione di Chk2.  
Esperimenti su siRNA di Chk2 dimostrano un ruolo di Chk2 nella 
sopravvivenza cellulare dopo trattamento con la camptotecina. Comunque 
il deficit del fenotipo Chk2 nelle cellule dipende dal tipo di cellula. Nei 
neuroni corticali, il deficit di ATM, ma non il deficit di Chk2, attenua la 
morte cellulare e inibisce l’induzione della fosforilazione del p53 su S15 e i 
livelli di p53 indotti dalla camptotecina. Analisi ulteriori in cellule con 
funzionalità di replicazione completa determinano il ruolo fondamentale di 
Chk2 nello stress replicativo del DNA indotto dalla Top1. I ruoli relativi di 
ATM e ATR devono ancora essere chiariti. La Chk2 è fosforilata 
rapidamente da ATM nel trattamento con la camptotecina e Chk2 
fosforilata forma foci nucleari che sono associati con i siti del DNA 
danneggiato marcati da 53BP1, γ-H2AX, NBS1. La camptotecina riduce 
anche la quantità di Chk2 cromatina-associata, specialmente la forma 
fosforilata T68 di Chk2. La Chk2 solubile può essere coinvolta nella 
trasmissione dei segnali per la rimozione dei siti di cromatina dal DNA 
danneggiato.  
Chk2 ha un doppio ruolo nei checkpoint del ciclo cellulare e nell’apoptosi 
mediante fosforilazione dei substrati a valle compressi Cdc25A, Cdc25C, 
p53, BRCA1, E2F1, PML. Chk2 fornisce un target terapeutico non 
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esplorato nelle cellule tumorali con malfunzionamento del checkpoint G1. 
L’inibizione selettiva del Chk2 può migliorate l’indice terapeutico degli 
agenti dannosi per il DNA. Nei tessuti normali Chk2 può agire come un 
agente pro-apoptosi, quindi gli inibitori di Chk2 possono proteggere i 
tessuti normali. Comunque, nessun agente clinico presenta un inibizione 
selettiva per Chk2. 
Come discusso prima, il danno al DNA mediato dalla Top1 attiva 
entrambe le chinasi Chk1 e Chk2. Il tempo relativo per questa attivazione 
non è stato descritto in dettaglio. Uno studio ha dimostrato che entrambe 
Chk1 e Chk2 sono attivate rapidamente con una dose bassa di 
camptotecina, suggerendo una concomitante attivazione di entrambe 
ATR-Chk1 e ATM-Chk2. Un deficit della chinasi ATM impedisce 
l’attivazione di Chk2, senza effetto sull’attività di Chk1 o la degradazione di 
Cdc25A. Gli autori propongono che la via ATR-Chk1 è sufficiente per 
indurre la degradazione di Cdc25A mediato dal checkpoint. Una 
spiegazione per l’analisi ATM-indipendente può essere la scoperta della 
via altamente attivata ATR-Chk1 nelle cellule trattate con radiazioni 
ionizzanti. La ridondanza nell’attivare entrambe Chk1 e Chk2 della 
camptotecina può essere indicativa di distinte funzioni nel raccogliere, 
mantenere e distribuire il segnale del danno al DNA nei vari substrati per 
un uso favorevole da parte della cellula. L’inibizione di queste chinasi e di 
conseguenza l’arresto del ciclo cellulare presentano quindi nuove 
opportunità per aumentare l’efficacia del farmaco. 
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IL RUOLO DELLA TIROSIL-DNA-FOSFODIESTERASI NELLA 
REGOLAZIONE DELLA SENSIBILITA DELLE CELLULE 
TUMORALI ALLA INIBIZIONE DI TOPOISOMERASI 1 
 
Nonostante il potenziale terapeutico degli inibitori della Top1, lo sviluppo di 
resistenze è un limite nel successo nella terapia con camptoptecine 
(CPTs). Dal momento che il punto critico della citotossicità delle CPTs è la 
formazione di un complesso terziario DNA-Top1-farmaco, la resistenza 
alle CPTs si verifica riducendo la formazione del complesso di scissione. 
Le alterazioni che portano ad una minor interazione farmaco-bersaglio 
possono essere: minor accumulo del farmaco; mutazione del gene Top1. 
Nelle cellule selezionate in vitro per la resistenza alle CPTs è stato 
descritto un aumento della degradazione di Top1 attraverso 
l’ubiquitinazione o sumoilazione. Le cellule resistenti alle CPTs esibiscono 
una maggiore espressione di proteine anti-apoptiche[30] e una maggiore 
riparazione di lesioni indotte da CPTs. Queste cellule esibiscono anche un 
livello maggiore di XRCC1 e la transfezione di XRCC1 conferisce 
resistenza alle CPTs. La sovraespressione di Tirosil-DNA-fosfodiesterasi 
(TDP1) nelle cellule umane mediante trasfezione è stata associata al 
minor danno dopo esposizione ad alte concentrazioni di CPTs. Una 
frazione di TDP1 si localizza nei mitocondri e agisce riparando il DNA 
mitocondriale[31]. Recentemente, una 5’-tirosil DNA fosfodiesterasi umana 
(TTRAP/TDP2) che può scindere legami 5’-fosfotirosil è stata implicata 
nella resistenza cellulare ai veleni della topoisomerasi. 
Il derivato lipofilo della camptotecina sostituito in 7, il gimatecan, 
attualmente in fase II di sperimentazione clinica, sembra un farmaco 
promettente nella cura dei tumori solidi. Studi cellulari hanno dimostrato 
una potente inbizione della crescita cellulare in alcuni tumori e la capacità 
di superare la resistenza multidrug. Tra tutte le CPTs, gimatecan produce 
complessi scindibili più stabili.  
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I due sottotipi cellulari di carcinoma ovarico, IGROV-1CPT/H e IGROV-
1CPT/L, selezionati dopo esposizione della linea cellulare ovarica IGROV-
1 al gimatecan, sono risultati resistenti alle varie CPT ed hanno mostrato 
resistenza crociata per gli inibitori della Top1I doxorubicina e etoposide 
(tabella 2). Sebbene i livelli diminuiti di Top1 siano stati associati alla 
sensibilità cellulare ridotta per le CPT, l’espressione della Top1 non è 
risultata molto ridotta nelle cellule resistenti. L’analisi dell’attività della 
Top1, attraverso il saggio di rilassamento del DNA, ha indicato una 
riduzione apprezzabile, anche se non elevata, nell’attività enzimatica, 
specialmente per le cellule IGROV.1CPT/H. Sequenziando la sequenza 
del gene Top1 usando cDNA come template ha escluso che l’espressione 
di una forma mutante dell’enzima possa essere responsabile della 
resistenza. Nelle linee cellulari resistenti è stato trovato un aumento 
moderato dei livelli di ABCC2/MRP2, che comunque non esprimono un 
accumulo minore di gimatecan. Studi in vivo hanno dimostrato che 
sebbene sono meno veloci delle cellule parentali, entrambi i sottotipi 
cellulari possono generare tumori nei topi, però con diversa cinetica di 
crescita. Il gimatecan ha dimostrato attività moderata per le cellule 
IGROV-1CPT/L. Infatti, 12 giorni dopo la fine del trattamento nei tumori 






Come dimostrato nel saggio dell’eluizione alcalina, i sottotipi resistenti 
hanno dimostrato una maggiore capacità di riparare le rotture del singolo 
filamento (SSB) gimatecan-indotte. L’esposizione di un’ora a gimatecan 
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0.1 µM ha prodotto livelli alti di SSB nelle cellule sensibili e resistenti, ma 
entrambi i sottotipi IGROV-1CPT/H e IGROV-1CPT/L hanno mostrato 
livelli ridotti di SSB un’ora dopo la rimozione di gimatecan, rispetto alle 
cellule parenterali (figura 17C). Una ridotta quantità di DSB è stata 
riscontrata nelle cellule resistenti dopo l’esposizione a 0.3 µM di 
gimatecan (figura 17D). La colorazione immunofluorescente dell’istone 
fosforilato H2AX nei siti del DNA danneggiato, ha indicato l’induzione di 
una quantità maggiore di foci ɣH2AX- associato nella linea IGROV-1 
esposto a 0.1 µM di gimatecan per un’ora (figura 17E). In base alle 
funzioni di TDP1, che lega SSB e idrolizza il legame fosfodiesterico tra la 
tirosina 723 della Top1 e il filamento rotto di DNA, abbiamo determinato 
l’espressione di TDP1 nei sistemi cellulari (figura 18A). I livelli di TDP1 
sono aumentati in entrambe le varianti resistenti, ma i livelli di TDP2, che 
pare agisca in sintonia con TDP1 nella riparazione del DNA, non erano 
differenti (figura 18A). I livelli di XRCC1 non erano alterati. I sottotipi 
IGROV-1CPT/H e IGROV-1CPT/L hanno mostrato una sensibilità ridotta 
agli inibitori TDP1, NSC 120686 e NSC 128609[33] rispetto alle cellule 
parenterali (tabella 2). Per stabilire se TDP1 sia coinvolto nella resistenza 
ai veleni Top1, è stato usato un approccio di interferenza di RNA, inibendo 
la sua espressione. Sono stati usati tre siRNA non sovrapponibili che 
bersagliano regioni diverse della sequenza di TDP1 nella linea cellulare 
U2-OS, nella quale si può ottenere un alta efficacia di trasfezione. Nelle 
condizioni sperimentali, tutti i duplex di RNA erano efficaci nel TDP1 
silencing. Poiché siRNA A ha mostrato l’effetto più marcato (figura 18B), è 
stato scelto per esperimenti nelle cellule tumorali ovariche. Un sistema 
diverso è stato scelto per chiarire il ruolo di TDP1 perché le cellule 
parentali IGROV-1 sono difficili da trasfettare in diverse condizioni 
sperimentali. Sono state associate alterazioni multiple con il fenotipo di 
resistenza al farmaco nelle cellule tumorali ovariche e queste 
caratteristiche sembrano mascherare il significato di TDP1 nella risposta 





Come mostrato in figura 18C, l’abbassamento dei livelli di TDP1 nelle 
cellule U2-OS non ha incrementato la sensibilità al gimatecan. Infatti, non 
è stata riscontrata nessuna differenza tra IC50 delle cellule siRNA e le 
cellule trasfettate di controllo usando saggi per l’inibizione della crescita. 
Risultati simili sono stati ottenuti usando un pool di siRNA. Per definire un 
modello cellulare che permetta la down regulation dei livelli di TDP1, sono 
stati usati strumenti web per disegnare 2 miRNA esogeni diretti verso 
TDP1 e i miRNA sono stati clonati in un plasmide sotto il controllo di un 
promotore Pol II. Il vettore usato permette il monitoraggio dell’espressione 
di miRNA clonato, a causa del co-espressione di Emerald GFP. Cosi, 
dopo la trasfezione, le cellule Emerald GFP positive sono state coltivate 
per raggiungere la popolazione delle cellule trasfettate che esprimono 
TDP1 miRNA (figura 18D). Il saggio TDP1 PCR real time di TDP1 ha 
indicato che solo le cellule transfettate hanno espresso una down 





Poiché PARP1 è un enzima di riparazione che lega SSB e DSB e può 
essere coinvolto nel complesso di riparazione nei siti di lesione mediati da 
Top1[32], è stato valutato l’effetto del silenziamento di TDP1 nelle cellule 
U2-OS che sovraesprimono una forma dominante negativa di PARP1 
corrispondente al dominio dell’enzima che lega il DNA (figura 18E). 
Sebbene sia stata ottenuta un’espressione ottimale di dominante negativo 
di PARP1, dopo la trasfezione delle cellule U2-OS che esprimono TDP1 
che bersaglia miRNA, non si è osservato nessuno cambiamento nella 
sensibilità al gimatecan (figura 18F). 
Poiché studi fatti sul lievito hanno dimostrato che TDP1 non può regolare 
di per sé la sensibilità alle camptotecine, ma si ottiene la ipersensibilità 
alla CPT dopo l’inattivazione di TDP1, è stata studiata l’eliminazione 
simultanea di TDP1 e RAD17. Questo gene è stato scelto per il suo ruolo 
essenziale di checkpoint della risposta nelle cellule umane, in assenza del 
suo definito omologo RAD9. Non è stato osservato un incremento 
significativo nella sensibilità cellulare facendo silenziamento simultaneo di 
TDP1 e RAD17. La cooperazione tra la riparazione TDP1-dipendente e il 
 39 
checkpoint della risposta mediata da RAD17-mediato può non essere 
critica nella riparazione della lesione del DNA mediato dalla Top1. 
Poiché l’inattivazione contemporanea di TDP1 e RAD17 o PARP1 non ha 
cambiato la sensibilità alla inibizione della Top1, sono stati esaminati altri 
intermedi di TDP1. Una chiave potenziale per la riparazione mediata da 
TDP1 è XRCC1. Una inattivazione contemporanea di TDP1 e XRCC1 
nelle cellule U2-OS ha diminuito la sensibilità al gimatecan rispetto alle 
cellule trasfettate con il controllo siRNA. La sensibilità osservata era simile 
a quella delle cellule in cui solo XRCC1 era inattivato. Analisi dei livelli di 
SSB dopo l’esposizione di 1 ora a 0.3 µM di gimatecan ha indicato la 
mancanza di una relazione diretta tra i livelli del danno misurato alla fine 
del trattamento e l’inibizione della proliferazione indotta dal farmaco.  
Sulla base del ruolo di BRCA1 nella ricombinazione omologa che 
partecipa alla riparazione del DNA, le cellule U2-OS che esprimo miRNA 
che bersaglia il TDP1 sono usate per eliminare la proteina BRCA1 e per 
valutare se esiste una cooperazione tra le 2 vie di riparazione. È stata 
ottenuta una espressione marcatamente ridotta di BRCA1. Il 
silenziamento della proteina BRCA1 ha incrementato la sensibilità al 
gimatecan nelle cellule U2-OS e nelle cellule U2-OS miRNA. Inoltre è 
stata osservata ipersensibilità quando entrambe, TDP1 e BRCA1, erano 
tenute basse. 
Per definire ulteriormente il significato di TDP1 in relazione alla risposta 
alle CPT, le cellule U2-OS sono state trasfettate con la lunghezza 
completa di TDP1 cDNA. La caratterizzazione fenotipica delle cellule 
trasfettate usando metodi diversi (PCR real time, Western blot, saggi di 
immunofluorescenza) ha confermato la sovraespressione di TDP1. 
Quando si effettuano saggi per l’inibizione della crescita, non si sono 
osservati cambiamenti nei valori di IC50 dopo l’esposizione a CPT, TPT o 
gimatecan tra le cellule trasfettate con il vettore vuoto e le cellule che 
sovraesprimono TDP1. Inoltre è risultato che le SSB dopo 1 ora di 
esposizione a gimatecan sono ridotte nelle cellule che sovraesprimono 
TDP1 rispetto alle cellule trasfettate con il vettore vuoto. Il tail moment 
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medio delle cellule U2-OS/TDP1 era più basso di quello nelle cellule 
trasfettate con un vettore vuoto. Il tail moment medio delle cellule U2-
OS/TDP1 trattate con 0.3 µM di farmaco era diverso da quello delle cellule 
trasfettate con il vettore vuoto esposto alla stessa concentrazione di 
inibitore della Top1. 
La risposta cellulare alle CPTs è un fenomeno complesso che coinvolge 
molteplici vie con attività e funzioni che influenzano il risultato finale dopo 
lo stress indotto dal farmaco. In questo contesto, la riparazione del DNA 
limita la persistenza del danno indotto dal farmaco. La persistenza del 
danno al DNA rappresenta un aspetto importante per l’efficacia delle 
CPTs, a causa della natura reversibile del complesso ternario (farmaco-
enzima-DNA). Analoghi della CPT dotati di maggiore abilita nell’indurre la 
scissione del DNA mediata dalla Top1 e una stabilizzazione più 
persistente del complesso ternario, dimostrano un potenziale citotossico 
ed efficacia maggiori[33]. In particolare, il gimatecan, un derivato di CPT 
lipofilo in fase II di sperimentazione clinica induce danno persistente del 
DNA. 
Lo studio di Perego et al del 2012 ha avuto lo scopo di identificare i 
cambiamenti cellulari associati alla resistenza al gimatecan nel tentativo di 
verificare se possono essere bersagliate alterazioni specifiche per la 
modulazione del trattamento antitumorale basato sulla CPT. Sebbene sia 
risultato che l’espressione dei trasportatori del farmaco, come TPT e 
SN38, può influenzare l’efficacità delle CPTs, gimatecan ha dimostrato di 
superare i meccanismi difensivi coinvolgendo trasportatori come ABC 
compresso Gp170, MRPs e BCRP[33]. Nel carcinoma ovarico le linee 
cellulari generate in vitro mediante esposizione cronica al farmaco e che 
esibiscono resistenza acquisita al gimatecan, hanno mostrato una 
maggiore espressione di MRP2, ma nessun cambiamento 
nel’assorbimento del gimatecan. Importante notare che è stato trovato che 
TDP1, ma non il TDP2, è un possibile fattore implicato nella resistenza 
cellulare, a causa dei livelli maggiori di proteine in due sistemi cellulari 
indipendenti resistenti rispetto alle cellule parenterali. Questa caratteristica 
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è stata associata alla sensibilità ridotta di due diversi inibitori delle TDP1 
osservata in cellule resistenti e alla loro maggiore capacità di riparare 
SSB, come documentato dalle eluizione alcaline. Questo modello cellulare 
può essere utile per mettere a punto un saggio per identificare i composti 
che bersagliano TDP1, capaci di migliorare il danno prodotto dalle CPTs. Il 
modello in vivo può essere utile per scoprire strategie di combinazione dei 
farmaci per superare la resistenza alla CPT.  
Sebbene nella riparazione del danno al DNA mediato dalla Top1 indotta 
dalle CPTs siano implicate molteplici vie molecolari, TDP1 gioca un ruolo 
peculiare perché ripara il DNA nell’addotto con la Top1 che è legata 
all’estremità del DNA rotto mediante un gruppo 3’-fosforilico. Comunque, 
l’enzima può essere considerato come un bersaglio di modulazione 
perché si pensa che la sua inibizione possa migliorare l’attività cellulare 
dei veleni della Top1. 
Nel tentativo di chiarire l’interesse della TDP1 come presunto bersaglio 
per migliorare l’efficacia del gimatecan, è stata utilizzata la linea cellulare 
U2-OS che può essere manipolata più facilmente della linea cellulare del 
carcinoma ovarico usato nello studio del 2012. È stato dimostrato che 
TDP1 di per sé non è l’unica responsabile degli alti livelli alti di resistenza 
al gimatecan. Infatti, dopo silenziamento del gene nelle cellule U2-OS 
transitoriamente transfettate con siRNA sintetica o che esprimono 
stabilmente un miRNA esogeno, bersagliando TDP1 non è stato osservato 
una maggiore sensibilità al farmaco. Questa osservazione è coerente con 
i livelli simili di SSB in cellule di controllo o transfettate con siRNA di TDP1. 
La mancanza di un cambiamento sostanziale nella sensibilità cellulare 
dopo l’eliminazione di TDP1 con due approcci diversi è stata verificata nel 
lievito, in cui la delezione del gene di TDP1 non è sufficiente a causare 
ipersensibilità alle CPT[28]. Al contrario, la maggiore sensibilità al farmaco 
può essere raggiunta con la delezione simultanea di geni che 
appartengono a diverse vie. Così è stato usato l’approccio delle siRNA 
con l’intento di chiarire il ruolo di diversi fattori che eventualmente possono 
cooperare con il TDP1 nella resistenza alle CPTs. I fattori che devono 
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essere silenziati insieme al TDP1 sono stati scelti in base all’interazione 
fisica o funzionale riportata in letteratura. 
Il silenziamento concomitante di TDP1 e il gene controllo Rad17 ha 
prodotto un lieve cambiamento nella sensibilità cellulare, suggerendo che 
nelle cellule umane le vie che riparano il danno mediato da Top1 sono 
ridondanti e alcune di loro cooperano nel limitare il danno indotto dalle 
CPT. Infatti, anche se è possibile che l’abbattimento simultaneo di questi 
due geni causi un incremento dei livelli del danno dovuto al ruolo di 
RAD17 che stabilizza la forcella di replicazione arrestata, non è stato 
trovato un cambiamento rilevante nella sensibilità cellulare. 
Nelle cellule di osteosarcoma, il silenziamento di XRCC1 o BRCA1 ha 
prodotto un incremento della sensibilità al gimatecan. Dopo l’eliminazione 
di TDP1 e BRCA1 è stato osservato un miglioramento nella sensibilità 
cellulare. Questa osservazione suggerisce che il processo di riparazione 
coinvolge principalmente XRCC1 o BRCA1 e che, in queste condizioni, il 
TDP1 da solo potrebbe essere indispensabile. Gli effetti della inattivazione 
delle vie esaminate nella regolazione dalla sensibilità alle CPTs non sono 
cosi ovvi. Infatti, anche se è ragionevole che ci sia un ruolo della 
ricombinazione omologa nella riparazione del danno da gimatecan, 
l’eliminazione di BRCA1 conferisce l’ipersensibilità al gimatecan, mentre 
BRCA2 no. Il ruolo di BRCA1 è stato supportato da un incremento dei suoi 
livelli nelle cellule resistenti al gimatecan, specialmente nelle cellule 
IGROV-1CPT/L. 
Il ruolo di TDP1 potrebbe dipendere dal contesto cellulare a causa della 
regolazione coordinata di XRCC1 e TDP1. Infatti, la trasfezione di TDP1 
nelle cellule deficienti di XRCC1 che sono ipersensibili alla CPT, porta in 
un aumento dell’attività di TDP1. Comunque, nel modello, non è stato 
riscontrato nessun cambiamento dei livelli di TDP1 come conseguenza 
della inattivazione di XRCC1, valutato con il Western blot. Sebbene sia 
stato dimostrato che l’inibizione dell’attività enzimatica di PARP1 
interferisce con la riparazione del DNA e sensibilizza le cellule allo stimolo 
apoptico[34], non è stato osservato nessun cambiamento nella sensibilità 
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cellulare al gimatecan nelle cellule di osteosarcoma in cui è stato 
silenziato TDP1 e che sovraesprimono il dominante negativo di PARP1. 
Questo risultato indica, almeno in questo sistema, un’assenza di 
cooperazione tra due enzimi della stessa via di riparazione.  
Questi risultati suggeriscono che le vie ridondanti limitano il danno 
mediato da Top1. La ridondanza delle vie implicate nella riparazione del 
danno mediato da Top1 è stato documentato da studi sulla sensibilità al 
gimatecan nelle cellule che sovraesprimono TDP1. Infatti, è stato 
osservato un piccolo incremento nel IC50 nelle cellule U2-OS-TDP1, 
quando si usa il saggio di sopravvivenza cellulare (saggio della 
formazione delle colonie). Questo tipo di modulazione è simile a quella 
riportata nelle cellule infettate con il vettore retrovirale che codifica per 
TDP1. Sebbene la sovraespressione di TDP1 nelle cellule U2-OS non 
abbia determinato livelli significanti di resistenza, è stato documentato un 
livello ridotto di SSB in queste cellule in confronto con le cellule trasfettate 
con il vettore vuoto. Questi risultati indicano che TDP1 contribuisce in 
parte alla resistenza al gimatecan come suggerito dall’aumentata 
espressione nelle cellule resistenti e dai livelli ridotti del danno nelle cellule 
trasfettate con il TDP1 del cDNA. Comunque, TDP1 non è il solo 
responsabile dei livelli elevati di resistenza. Questi risultati sono in linea 
con studi fatti con topi knock-out che dimostrano che TDP1 facilita la 
riparazione di SSB nelle cellule primarie neuronali[35]. La cooperazione tra 
TDP1 e altre vie coinvolte nella regolazione della sensibilità alle CPTs è 
un evento reale, ma gli eventi critici del danno indotto da gimatecan non 
agiscono sinergicamente con TDP1. 
In conclusione, siccome TDP1 è responsabile dei livelli medi di resistenza 
alle camptotecine, la riparazione del danno mediato da Top1 
probabilmente si verifica mediante vie ridondanti che principalmente 
coinvolgano BRCA1 e XRCC1, ma non Rad17 e PARP1. Queste scoperte 
possono essere rilevanti per definire nuove strategie terapeutiche.   
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INIBITORI DELLA TIROSIL-DNA-FOSFODIESTERASI (TDP1) 
 
Come abbiamo illustrato nell’introduzione, gli inibitori della DNA 
topoisomerasi I (Top1) sono agenti chemioterapici antitumorali efficaci 
riconosciuti. La camptotecina (CPT) e i suoi derivati legano in maniera 
reversibile e intrappolano il complesso di scissione Top1-DNA (Top1cc), 
che è un intermedio della reazione enzimatica della Top1. Quando nella 
trascrizione o nella replicazione Top1cc è intrappolato, si hanno rotture del 
DNA a doppio filamento (DSBs) e, come conseguenza del danno del 
DNA, la cellula muore. Oltre agli attuali inibitori della Top1 disponibili in 
commercio per la terapia antitumorale, sono attualmente in fase di 
sperimentazione alcuni nuovi promettenti derivati con migliori proprietà 
farmacocinetiche. 
I meccanismi di riparazione del Top1cc sembrano essere molto complessi 
perché sono coinvolte molte vie. Una delle vie coinvolge Tdp1, che 
catalizza l’idrolisi di un residuo di tirosina della Top1 legato 
covalentemente all’estremità 3’-fosfato del DNA. L’attività enzimatica della 
Tdp1 è di rimuove la Top1 legata covalentemente dall’estremità 3’ del 
DNA dopo che la Top1 è stata denaturata o proteolizzata. La scoperta 
della mutazione di Tdp1 responsabile di una rara malattia 
neurodegenerativa, l’atassia spinocerebellare con neuropatia assonale 
(SCAN1), sottolinea l’importanza fisiologica di Tdp1 nei tessuti del sistema 
nervoso centrale. Mentre la perdita di Tdp1 non sembra causare 
disfunzioni apparenti nella cellula, l’eliminazione di Tdp1 nel topo e la 
mancanza nelle cellule umane o con mutazioni SCAN1, dimostano 
ipersensibilità alle CPT. Al contrario, le cellule umane che sovraesprimono 
Tdp1 dimostrano riduzione del danno indotto da CPT ed etoposide. Ecco 
perché la chemioterapia combinata con farmaci che bersagliano Top1 e 
Top2 e gli inibitori di Tdp1 potrebbe essere ancora più efficace. 
Inoltre, non solo Tdp1, ma anche altre vie alternative come la riparazione 
del DNA (XPF/ERCC1, Mre11, CtlP), ricombinazioni omologhe (BRCA1, 
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BRCA2, CtlP, Mre11, Rad52) e segnali checkpoint del ciclo cellulare 
(Rad9, BRCA1, BRCA2, p53) sono coinvolte nella riparazione del danno 
del DNA indotto da CPT. Quando queste vie alternative sono inattivate, le 
cellule probabilmente fanno affidamento alla via dipendente dalla Tdp1 per 
riparare il danno al DNA indotto dalla CPT. Siccome molte cellule tumorali 
mancano di una o più vie di riparazione del DNA, l’inibizione della via 
dipendente dalla Tdp1 potrebbe avere il potenziale potenziale di 
sensibilizzare le cellule tumorali, selettivamente rispetto alle cellule 
normali, ai veleni di Top1. 
Studi meccanicistici dell’attività di Tdp1 sono stati molto importanti nel 
guidare la ricerca di efficaci inibitori di Tdp1. Tdp1 è un membro della 
superfamiglia delle fosfolipasi D (PLD), ed ha 2 motivi HKD conservati 
localizzati in domini differenti ma legati insieme in una disposizione 
terziaria per formare un sito attivo[36] (figura 19A e 19C). Questi 2 motivi 
HKD sono responsabili di due attacchi idrofili sequenziali sul legame 
fosfodiesterico nel sito attivo (figura 19D).  
La Tdp1 può agire sui substrati di DNA legati ad un’ampia-gamma di 
lesioni di 3’-bloccato mediante un legame fosfodiesterico. I valori relativi di 
km di Tdp1 per diversi substrati dovrebbero essere di aiuto nel progettare 
inibitori di Tdp1. 
Le strutture co-cristalline di Tdp1 con un substrato che imita lo stato-
transitorio illustra la geometria del sito attivo di Tdp1 e le basi dell’attività 
catalitica di Tdp1 (figura 19B e 19C). Il DNA a singolo filamento e un 
frammento peptidico di Top1, assemblati dal vanadato a mimare il 
substrato ternario, si legano in una fessura profonda. Il centro del fondo 
della fessura è il sito attivo formato dai 2 motivi HKD, legati 
covalentemente al vanadato. Da una parte del sito attivo c’è una fessura 
lunga e stretta occupata dal DNA a singolo filamento e dalla parte opposta 




Figura 19: schema della struttura del dominio del Tdp1 umana 
 
La superficie carica/contorno del sito che lega il substrato, come la 
conformazione del complesso nello stato transitorio rivelato dalla struttura 
cristallina, dovrebbero essere tutti utili nella progettazione degli inibitori di 
Tdp1. 
Qui di seguito sono riportati gli inibitori finora noti di Tdp1. 
 
ANTIBIOTICI AMMINOGLICOSIDICI E INIBITORI DEL RIBOSOMA 
Poiché Tdp1 appartiene alla superfamiglia delle PLD, inibitori conosciuti di 
altri membri della famiglia, come la neomicina (figura 20), sono stati testati 
per l’attività inibitoria della Tdp1. Saggi biochimici in vitro usando l’enzima 
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ricombinante Tdp1 dimostrano che la neomicina inibisce la Tdp1 ma solo 
ad alte concentrazioni (nel range del millimolare). Dato che questi 
amminoglicosidi sono inibitori del ribosoma batterico, sono stati valutati 
altri inibitori di questo tipo. Tutti gli inibitori antibiotici amminoglicosidici e 
non-amminoglicosidici hanno dimostrato una debole attività inibitoria verso 







È stato sviluppato uno saggio di elettrochemiluminescenza veloce per la 
fare lo screening di una libreria di 2000 composti nel programma di 
sviluppo terapeutico NCI. La furamidina, attualmente in fase III di 
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sperimentazione clinica per il trattamento della tripnosomiasi, una malattia 
parassitaria che deriva dall’Africa, ha dato un buon risultato nello 
screening (figura 20). Un saggio biochimico in vitro ha confermato che la 
furamidina inibisce la Tdp1 a concentrazioni nel basso micromolare. La 
furamidina è conosciuta perché si lega al solco minore del DNA nei siti 
ricchi di AT e si intercala tra le coppie GC. Siccome nello screening non 
c’erano doppi filamenti di DNA, il meccanismo d’azione della furamidina 
sembra nuovo. Ulteriori studi hanno rivelato che la furamidina si lega non 
solo al DNA a doppio filamento, ma anche al DNA a singolo filamento, 
sebbene in misura minore. Analisi simili hanno mostrato che la furamidina 
interagisce con la Tdp1. Questi risultati hanno aumentato la possibilità di 
un modo inibitorio dell’azione mediante una interazione combinata del 
substrato del DNA e Tdp1, che è simile alla inibizione interfacciale di 
Top1cc da parte degli inibitori Top1. 
Altri due composti diammidinici, il berenil e la pentamidina, sono meno 
efficaci della furamidina nell’inibire Tdp1 (figura 20). Entrambi i composti 
hanno la struttura “curvata” della furamidina, ma l’anello furanico della 
furamidina è sostituito da altri gruppi (figura 20). Questo suggerisce che 
l’anello furanico è importante per inibire l’attività della Tdp1, interagendo 
direttamente con il DNA o con Tdp1 o con entrambe, o stabilizzando la 
disposizione spaziale del composto. 
 
TETRACICLINE 
Una serie di tetracicline compresa la rolitetraciclina (figura 20) sono 
risultate inibitori di Tdp1. I risultati preliminari delle tetracicline hanno 
mostrato un effetto inibitorio di Tdp1 a concentrazioni micromolari senza 
una chiara relazione struttura-attività[39]. Comunque questi composti 
saranno indagati con ulteriori studi. 
 
FOSFOTIROSINA MIMETICI 
I maggiori inibitori della Tdp1 identificati fino ad oggi sono substrati 
mimetici della fosfotirosina della Tdp1. La metil-3,4-defostatina e il 
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composto steroideo NSC88915[39,40], risultati inibitori di Tdp1, condividono 
caratteristiche strutturali simili con il substrato fosfotirosinico (figura 20 e 
21). La metil-3,4-defostatina è una ammina aromatica derivata dalla 
sostituzione dell’anello benzilico con un gruppo OH, posizionato vicino al 
gruppo fosfato legato dalla parte tirosinica del substrato di Tdp1 (figura 
20). NSC88915 e i suoi derivati contengono un gruppo aromatico sulfonil 
estereo legato ad uno steroide, simulando il gruppo fosfato legato 
covalentemente con la parte tirosinica da una parte e con l’oligonucleotide 
del DNA dall’altra (figura 21). 
E’ stata effettuata un’attenta analisi delle relazioni struttura-attività della 
metil-3,4-defostatina e del NSC88915 e i loro rispettivi derivati. Per 
esempio, l’unica differenza tra defostatina e metil-3,4-defostatina è la 
posizione di gruppo ossidrilico sull’anello aromatico (figura 20). 
Comunque, mentre la metil-3,4-defostatina inibisce Tdp1 a concentrazioni 
sub-micromolari, la defostatina sembra non avere attività alla stessa 
concentrazione. Allo stesso modo, NSC88915 e i suoi 5 derivati 
differiscono solo per la sostituzione in para dell’anello aromatico (figura 
21). Mentre le differenze di attività per questi sei derivati sono minime, un 
altro derivato in cui manca l’anello aromatico perde l’attività. Sono state 
simulate le dinamiche molecolari di questi sette derivati steroidi in cui è 
stato fatto il docking nel sito attivo della Tdp1. L’energia libera del legame 
calcolata per ogni composto è stata correlata con le rispettive attività 
inibitorie verso Tdp1[39,40]. Tutti insieme, questi risultati suggeriscono che 
l’anello aromatico legato a un fosfato mimetico non idrolizzabile è 
importante per un potenziale inibitore di Tdp1. Per di più, sia la natura che 





Figura 21: struttura chimica dei composti steroidei 
 
Lo sforzo per identificare inibitori della Tdp1 ha portato allo sviluppo di 
alcuni metodi di screening che hanno fornito alcuni promettenti lead. Gli 
sforzi attuali sono rivolti a cercare di definire le relazioni struttura-attività 
degli inibitori esistenti, come anche nel cercare nuovi composti. L’attività 
biochimica della Tdp1 e mutanti vari è un area molto attiva della ricerca, e 
continua a spronare alla ricerca di nuovi inibitori della Tdp1. Sono 
necessari ulteriori studi sul meccanismo d’azione di questi inibitori. 
Per correlare meglio l’efficacia inibitoria ottenuta dagli screening in vitro e 
in vivo, l’espressione e l’attività della Tdp1 nei tessuti tumorali devono 
essere ulteriormente studiate. Per esempio, è stato visto che il tessuto del 
tumore non a piccole cellule del polmone ha alti livelli di espressione e 
attività di Tdp1. Deve essere compreso meglio il contributo relativo delle 
diverse vie di riparazione del DNA nelle cellule umane. A molte cellule 
cancerose mancano uno o più vie di riparazione del danno al DNA. Quindi 
sarà importante sviluppare saggi clinici che possono caratterizzare i tumori 
e identificare le mancanze di specifiche vie di riparazione del DNA. I 
tumori in cui mancano le vie di segnalazione del ciclo cellulare (Chk2, 
ATM, p53), riparazione del DNA (XPF, ERCC1, Mre11, Nbs1, CtlP) e/o 
ricombinazioni omologhe (CtlP, BRCA1, BRCA2) sono i canditati primari 
per la chemioterapia di combinazione con inibitori Top1 e Tdp1. Gli 
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esempi più notevoli possono essere il cancro del colon con la mutazione 
del Mre11[41] e il cancro al polmone con mutazione del ERCC1. Rimane da 
determinare se i tumori in cui manca BRCA1 o BRCA2 devono essere 
trattati con inibitori della Tdp1, perché nel lievito Rad52 è epistatico con 
Tdp1. 
A parte Top1cc, la Tdp1 è coinvolta nella riparazione di altri tipi di danni, 
come le rotture del filamento del DNA con addotti fosfoglicolati 
all’estremità 3’. Il processo di riparazione di queste lesioni ad opera della 
Tdp1 è stato studiato per stimare la sensibilità delle cellule Tdp1-mancanti 
alla bleomicina. Per di più, il possibile coinvolgimento della Tdp1 nella 
riparazione del danno indotto dalla Top2 suggerisce che gli inibitori della 
Tdp1 potrebbero essere utilizzati in un’ampia gamma di combinazioni 
terapeutiche con agenti che bersagliano il DNA, compreso non solo gli 
inibitori della Top1 ma anche bleomicina, inibitori della Top2 e agenti che 
alchilano il DNA. 
Non è sorprendente che i più potenti inibitori della Tdp1 identificati fino ad 
oggi sono substrati mimetici di Tdp1 non idrolizzabili. Siccome l’attività 
catalitica della Tdp1 è indirizzata verso un gruppo specifico di danni al 
DNA con strutture ben definite, i substrati mimetici possono inibire la Tdp1 
con alto grado di specificità. Un altro filone è fare lo screening per piccole 
molecole che agirebbero come inibitori interfacciali stabilizzando e 
intrappolando l’intermedio della Tdp1 legato covalentemente al DNA.   
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SINTESI E VALUTAZIONE BIOLOGICA DEI PRIMI INIBITORI 
DUALI TIROSIL-DNA-FOSFODIESTERASI (Tdp1) -
TOPOISOMERASI 1 (Top1) 
 
Riassumendo brevemente, la topoisomerasi 1 (Top1) eucariotica è un 
enzima essenziale per molti processi cellulari perché rilassa il doppio 
filamento del DNA cosi l’informazione genetica può essere usata 
facilmente durante la trascrizione, replicazione e riparazione. Il 
meccanismo d’azione inizia con l’attacco nucleofilo del gruppo idrossilico 
dell’enzima Tyr723 su un legame fosfodiesterico del DNA, spostando 
l’estremità 5’ per farlo legare covalentemente all’estremità 3’ del DNA, 
formando cosi un “complesso di scissione”. La reazione di rilegatura 
avviene più velocemente della scissione, cosi l’equilibrio favorisce il DNA 
non scisso (schema 1). 
 




In condizioni normali, il complesso di scissione Top1-DNA è un intermedio 
transitorio nella reazione catalizzata da Top1, dal momento che il 
filamento di DNA rotto si rilega velocemente dopo che un 
superavvolgimeto locale si è sciolto. Comunque, la Top1 può essere 
bloccata nel complesso di scissione del DNA in varie condizioni naturali o 
non naturali in cui la rilegatura è stata inibita o ridotta. Per esempio, gli 
inibitori della Top1, come la camptotecina (CPT, 1) e i suoi derivati usati in 
clinica topotecan (2), irinotecan (3) e belotecan, come anche altri inibitori 
Top1 non-CPT come le indenoisochinoline; [indotecan (4), e indimitecan 
(5) (figura 22)], inibiscono la rilegatura legandosi in maniera selettiva e 
reversibile all’interfaccia Top1-DNA[42]. Questo porta alla morte cellulare 
dopo la collisione del complesso di scissione, con la forcella di 
replicazione che porta alla rottura del doppio filamento. Altri danni del DNA 
come rottura del filamento, siti abasici, mismatches delle basi, e basi 
modificate o ossidate, possono indurre il blocco dei complessi Top1-DNA 
mediante disallineamento dell’estremità 5’-idrossilica con il legame tirosil-
DNA-fosfodiestereo, bloccando fisicamente la reazione di rilegatura della 
Top1. In queste condizioni, il metabolismo del DNA cellulare porta alla 
riparazione del complesso di scissione Top1-DNA bloccato dalla DNA 
ligasi, che non può funzionare finché l’addotto proteico non è rimosso, e il 
filamento del DNA rotto sia costituito da una estremità 5’-fosfato e l’altra 
estremità 3’-idrossilica per la riparazione del DNA. In dettaglio, il processo 
generale include i passi seguenti: (1) la tirosil-DNA-fosfodiesterasi 1 
(Tdp1) idrolizza il legame fosfotirosinico tra il Top1 degradata e il DNA, (2) 
il polinucleotide chinasi fosfatasi (PNKP) idrolizza l’estremità 3’-fosfato e 
catalizza la fosforilazione dell’estremità 5’-idrossilica del filamento del DNA 
rotto. Questo porta ad un filamento di DNA rotto con estremità 5’-fosfato e 
3’-idrossilica per la riparazione del DNA, (3) la DNA polimerasi β 
sostituisce il frammento mancante del DNA, e infine (4) la DNA ligasi III 
risalda il DNA rotto.  
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Figura 22: inibitori della Top1 
 
Nello specifico, il meccanismo enzimatico di riparazione Tdp1-mediato 
include i seguenti step (schema 2): nel primo, i residui Lys265 e Lys495 
nel sito catalitico coordinano gli atomi di ossigeno del gruppo fosfato, 
His263 attacca l’atomo di fosforo legato all’ossigeno del residuo catalitico 
della Top1, Tyr723, all’estremità 3’ del DNA53,54. Nel secondo, l’intermedio 
covalente DNA-Tdp1 formato si idrolizza ad opera di una molecola 
d’acqua attivata da His493 che porta alla formazione di un prodotto di 











Alla fine, la riparazione ulteriore è completata dal polinucleotide fosfatasi 
chinasi (PNKP), una enzima bifunzionale con l’estremità 5’-chinasi e 
l’estremità 3’-fosfatasi che catalizza l’idrolisi del 3’-fosfato e la 




Tdp1 ha dimostrato di essere l’unico enzima che catalizza specificamente 
l’idrolisi del legame fosfodiesterico tra la Tyr723 catalitica del Top1 e DNA-
3’-fosfato[43]. Quindi, Tdp1 sembra essere coinvolto nella riparazione dei 
danni del DNA. Tdp1 ha la capacità di rimuovere il 3’-fosfoglicolato 
causato dal danno del DNA ossidativo da parte della bleomicina e riparare 
i complessi di scissione Top1-DNA intrappolati. Tutto questa evidenza 
suggerisce che Tdp1 assume un ruolo rilevante nel mantenimento della 
stabilità genomica. Quindi, questo rende Tdp1 un bersaglio per lo sviluppo 
di farmaci antitumorali.  
Lo screening di una libreria di indenoisochinoline ha portato alla scoperta 
di tre potenti inibitori di Tdp1 (tabella 3). Queste indenoisochinoline 77-79 
(n=10-12) contenenti una catena n-alchilamminica, sintetizzate in 
precedenza da Morell et al[44], non davano inibizione della Top1 o erano 
inibitori deboli, sebbene i composti omologhi con linker più corti (69-71, 
n=2-4) erano buoni inibitori Top1[45]. Questo ha portato all’idea che 
l’inibizione di Tdp1 e Top1 potesse dipendere dalla lunghezza della catena 
laterale. Inoltre, studi precedenti avevano sottolineato l’importanza del 
gruppo funzionale solfonico per l’attività inibitoria Tdp1 dello steroide 7 
(figura 23), in quanto questo gruppo mima il legame fosfotirosinico nel 






Questo ha portato all’ipotesi che gli analoghi solfonati delle 
indenoisochinoline in tabella 3 possono funzionare come inibitori di Tdp1.  
 
Tabella 3  
 
 
Questa ipotesi è stata supportata da studi di docking effettuati su un 
solfonato ipotetico (25, n=3) nella struttura cristallina di Tdp1 (1RFF) dopo 
eliminazione del polideossiribonucleotide 5’D(*AP*GP*TP*T)-3’, del 
 58 
vanadato (VO43-) e dei residui peptidici Top1-derivati 720-727 (mutazione 
L724Y). I risultati del docking hanno rivelato una struttura che assomiglia 
alla struttura originale: la funzione tosilato si lega alla fosfotirosina, il 
gruppo solfonico al posto di vanadato, la catena alchilica gioca il ruolo di 
“spaziatore” del deosiriboso e il sistema della indenoisochinolina 
sovrapposto alla timina del DNA (figura 24).  
 
 
Figura 24  
 
Questo risultato è in accordo con quello riportato per lo steroide 7[34]. 
Poiché si sa che un legame solfonammidico è più metabolicamente stabile 
del legame solfonico e i composti in questione possiedono una struttura 
(gruppo amminico) che può formare un legame solfonico, è stata 
sintetizzata una serie di indenoisochinoline solfonate e solfonammidiche 
con diverse lunghezze dello spaziatore (n= 2-12) in modo da investigare 
come le strutture di queste indenoisochinoline assomigliano al substrato 
della reazione catalizzata da Tdp1. Studi precedenti sullo steroide 7 hanno 
indicato che sostituenti diversi sull’anello fenilico possono avere effetti 
positivi sull’attività inibitoria di Tdp1[46]. Quindi, al posto della 
solfonammide sono stati introdotti quattro gruppi differenti (figura 25). 
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Studi recenti hanno mostrato alcune evidenze di una potente interazione 
con il DNA da parte degli inibitori di Tdp1. Le bis(indenoisochinoline) si 
intercalano nel DNA e inibiscono la reazione di rilegatura del DNA. Questo 
ha portato alla valutazione delle bis(indenoisochinoline) come possibili 





L’attività inibitoria di Tdp1 è stata misurata mediante l’abilità del farmaco di 
inibire l’idrolisi del legame fosfodiestereo tra la tirosina e l’estremità 3’ del 
DNA e di prevenire la formazione di oligonucleotidi con l’estremità 3’-
fosfato libera (N14P). Quindi la scomparsa della banda sul gel di N14P 
indica l’inibizione Tdp1. Il saggio su gel di Tdp1 catalitico è rappresentato 
in figura 26, e i gel rappresentativi che dimostrano inibizione di Tdp1 dose-












Tutte le indenoisochinoline solfonate e solfonammidiche sono state testate 
per la loro capacità di agire come veleni del complesso di scissione della 
Top1 nel saggio di scissione del DNA Top1-mediato. Le attività di tutti i 





Le indenoisochinoline cloridrate 69-79 hanno dimostrato attività inibitoria 
verso Tdp1 (IC50=13-55 µM). Anche se meno attive dello steroide 7 (figura 
2, IC50= 7.7 µM), la loro potenza è mantenuta nell’estratto cellulare, 
mentre lo steroide ha mostrato effetti collaterali e ha perso la sua potenza 
 62 
nell’ambiente cellulare. Come si nota, i composti con linker più lungo 
(n=10-12) hanno dimostrato attività inibitoria di Tdp1 maggiore di quelli 
con linker più corto, mentre l’andamento dell’inibizione di Top1 era 
opposto. È noto che la lunghezza ottimale della catena laterale sulla 
porzione lattamica per gli inibitori di Top1 a struttura indenoisochinolinica è 
di tre unità metileniche (propile). Studi di molecolar modeling hanno 
indicato che l’idrofobicità aumenta come risultato dell’incremento della 
lunghezza del linker, e questo causa una interazione negativa con la tasca 
idrofila del legame dei complessi di scissione Top1-DNA[44]. Questo spiega 
la diminuzione dell’inibizione di Top1 quando il numero dei gruppi 
metilenici aumenta. Comunque questo non è il caso dell’inibizione di 
Tdp1. Sebbene i risultati disponibili per l’inibizione di Tdp1 non mostrino 
una correlazione lineare tra la lunghezza della catena e la potenza, 
indicano che le catene lunghe possono essere favorevoli all’interazione 
idrofobica nel legare il sito di Tdp1. Inoltre, modelli teorici mostrano che la 
catena laterale lattamica sporge verso il solco maggiore del DNA e causa 
minime collisioni steriche nella tasca del legame nel complesso di 
scissione Top1-DNA. Conclusioni analoghe possono essere fatte per 
Tdp1: siccome non è stata osservata nessuna riduzione significativa 
dell’attività nella serie con catene di lunghezza maggiore, la catena 
laterale del lattame deve essere ben posizionata. Le indenoisochinoline 
con n=3 e 4 (composti 70 e 71) con IC50=22-29 µM, MGM GI50= 0.16-0.32 
µM[44], sono i rappresenti più potenti della serie 69-79 in termini di attività 
inibitoria duale Top1-Tdp1. Questi rappresentano anche nuovi esempi 
completamente sintetici di small molecule inibitrici di Tdp1. 
In maniera sorprendente, gli analoghi idrossilici (i composti 18-23) sono 
risultati inattivi verso Tdp1. Sebbene abbiano la stessa capacità di formare 
legami a idrogeno, la differenza di potenza verso Tdp1 quando si 
sostituisce il gruppo amminico con il gruppo ossidrilico in questa serie fa 
ipotizzare che il legame a idrogeno non è un fattore predominante per 
l’attività inibitoria di Tdp1. Sembra ragionevole pensare che questi inibitori 
amminici vengano protonati a pH fisiologico, questa carica positiva non è 
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possibile nella serie idrossilica 18-23, e sembra essere importante per 
l’inibizione di Tdp1. Questo razionale è in accordo con un lavoro 
precedente in cui si diceva che il gruppo amminico terminale è importante 
per la citotossicità cellulare, anche se non assolutamente necessaria per 
l’inibizione di Tdp1[44]. 
Un membro di questa serie amminica (70, n=3) è stato ulteriormente 
studiato[46] in modo da ottenere una comprensione più dettagliata 
dell’interazione con Tdp1 e di misurare la sua affinità per Tdp1 (figura 29). 





Tutte le indenoisochinoline solfonate o solfonammidiche (composti 80-
123) sono risultate inattive verso Tdp1 (IC50> 111 µM). Questo risultato è 
inaspettato perché studi intensi sullo steroide 7 hanno mostrato 
chiaramente l’importanza della porzione solfonilesterea per l’inibizione di 
Tdp1[46], e il modello iniziale (figura 24) suggerisce una buona imitazione 
del legame del gruppo solfonico alla fosfotirosina. Quando il gruppo 
solfonico o solfonammidico è stato attaccato al gruppo terminale 
amminico, l’attività è stata completamente abolita indipendentemente dalla 
lunghezza dello spaziatore (n=2-12). Analogamente, anche le 
solfonammidi 132-136 sono inattive verso Tdp1. Sebbene le 
incompatibilità steriche tra il gruppo solfonico o solfonammidico e i 
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componenti della tasca di legame possano essere responsabili di questo, 
questa spiegazione non è soddisfacente perché anche quando è presente 
una catena laterale piccola come nel composto 80, con un gruppo 
mesilato relativamente piccolo sullo spaziatore etilico, l’attività si abbassa 
drasticamente. Nel caso delle serie amminiche (composti 69-79), il sito 
che lega il ligando sembra posizionare una lunga catena laterale molto 
bene. Quindi, motivi sterici possono solo spiegare l’inattività dei composti 
con una catena laterale lunga e ingombrante. La causa della diminuzione 
significativa della inibizione di Tdp1 per la serie solfonilata delle ammine 
deve essere un altro fattore. A causa della mancanza della struttura 
cristallina di Tdp1 con un inibitore, non ci può essere una conferma di 
dove si lega il ligando e di come inibisca l’attività di Tdp1, e il molecular 
modeling non è stato in grado di dare una risposta alla inattività delle serie 
solfonate e solfonammidiche. 
Delle quattro bis(indenoisochinoline) sintetizzate e testate, solo la 
poliammino bis(indenoisochinolina) 145 ha dimostrato una certa inibizione 
di Tdp1 a concentrazione micromolare (con IC50=1.5 µM e 1.9 µM verso 
rec e WCE Tdp1 rispettivamente). Altre tre bis(indenoisochinoline) 140-
142, che sono state sintetizzate per i loro risultati positivi iniziali nella serie 
delle ammine con 10-12 gruppi metilenici, sono inattive. Questo risultato 
fornisce un altro supporto all’ipotesi che la protonazione del gruppo 
amminico può dare interazioni complementari favorevoli nella tasca di 
legame di Tdp1. La poliammino bis(indenoisochinolina) 145 è attualmente 
il più potente inibitore duale Top1-Tdp1, con inibizione Top1 equipotente a 
quella della camptotecina[47], potenza antiproliferativa eccellente (MGM 
IC50= 0.394 µM)47, e anche attività inibitoria eccellente verso Tdp1 in 
entrambe rec e WCE Tdp1 umane con IC50 =1.5 e 1.9 µM rispettivamente. 
Questo risultato incoraggiante è molto importante perché: (1) questa 
classe di composti indenoisochinolinici serve come prima evidenza che è 
possibile avere attività inibitoria Top1 e Tdp1 in una singola piccola 
molecola; (2) la struttura delle indenoisochinoline permette di modulare la 
farmacocinetica (assorbimento, distribuzione e escrezione) fino a 
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ottimizzarla e questo non è possibile per altri inibitori di Tdp1; (3) questi 
composti possono rappresentare molecole lead per lo sviluppo di nuovi 
inibitori duali Top1-Tdp1, (4) questi composti costituiscono un gruppo di 
inibitori che possono essere cristallizzate in complesso con Tdp1, e 
questo faciliterebbe la progettazione di nuovi composti con l’approccio 
structure-based. 
 
SINTESI E VALUTAZIONE BIOLOGICA DELLE INDENOISOCHINOLINE 
INIBITORI DUALI TIROSIL-DNA-FOSFODIESTERASI 1 (Tdp1) - 
TOPOISOMERASI 1 (Top1) 
 
Continuando la ricerca sulle indenoisochinoline è stata progettata una 
nuova serie di derivato nei quali è stata aggiunta una funzione esterea al 
3-ammino-6-metil-5H-indeno[1,2-c]isoquinolina-5,11(6H)-dione (3) come 
mostrato nella schema 5.[63] Il gruppo amminico del composto 3 è stato 
fatto reagire con il metil ossalile cloruro (4) per dare il composto 9 che è 
stato idrolizzato in condizioni basiche per dare il composto 14. Il composto 
9 era inattivo, ma il 14 ha mostrato attività inibitoria modesta verso Tdp1 












È stata sintetizzata poi una serie di 3-nitroindenoisochinoline con lo scopo 
di ottenere inibitori duali Tdp1-Top1, ed è stato stabilito che un sostituente 









I composti 54-63 (figura 34), presenti nella libreria dei composti preparati 
per ricercare inibitori della Top1, sono stati valutati per identificare 





Sono state inoltre sintetizzate nuove indenoisochinoline portanti un gruppo 
nitrile o un atomo di iodio sull’anello A. In letteratura non sono riportati 
molti sostituenti su questo sistema delle indenoisochinoline; ma lo studio 
del 2013 [JMC 2013] ha fornito una opportunità di aumentare la gamma 
dei sostituenti sull’anello A. Dal momento che sostituenti come il gruppo 
metossi o metilendiossi si sono dimostrati capaci di aumentare l’attività nei 
confronti della Top1, questi sostituenti sono stati inseriti su alcuni dei nuovi 

























Infine, è stato valutato l’effetto della combinazione di un anilina in 
posizione 3 con un gruppo metossi in posizione 9. Per ottenere questo, il 







La IC50 del derivato dell’acido ossalico 14 verso Tdp1 era 61 ± 7 µM come 
mostrato nella curva di titolazione (figura 35). Alcuni studi hanno indicato 
che il composto lega la proteina in rapporto 1:1 (figura 36). 
 
 
                   Figura 35 
 
                           Figura 36 
 
Le velocità di associazione e di dissociazione erano molto alte ma entro il 
limite di rivelazione dello strumento. L’esperimento ha indicato anche che 
il composto non si lega al DNA a singolo filamento. Sulla base dei risultati 
precedenti[63] e sui dati relativi all’attività del composto 14, sono stati 
effettuati studi computazionali [68,69]. Il docking di 14 nel sito catalitico di 
Tdp1 ha suggerito interazioni tra l’atomo di ossigeno di 14 e i residui 
Thr261, His263, Thr281, Asn283 e Ser400 di Tdp1 (figura 37). Alla luce di 
questi risultati, è stata sintetizzata una serie di composti contenenti catene 
laterali omologhe e funzioni esteree in posizione 3, per esplorare la parte 








Un’analisi dei dati biologici per il resto delle indenoisochinoline ha 
permesso la determinazione di alcune caratteristiche importanti necessari 
per l’attività inibitoria della Tdp1. La catena laterale amminopropilica è 
importante per l’inibizione enzimatica. L’indenoisochinolina 40 è stata 
scelta come un esempio rappresentativo di composto N-(3-
amminopropilico) per studi di minimizzazione energetica e meccanica 
molecolare, che hanno fornito un ipotetico modo di legame, mostrato in 
figura 38. La simulazione suggerisce l’esistenza di interazioni di legame 
tra il catione d’ammonio del ligando e il carbonile di Val401, il carbonile di 
Pro461 e l’ossigeno della catena laterale di Thr466 con distanze di 2.7 Å, 
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2.6 Å e 3.0 Å rispettivamente. Queste interazioni di legame potrebbero 
aiutare a spiegare l’attività inibitoria di Tdp1 dei composti 3-amminopropil 
sostituiti 40 e 43, rispetto l’inattività dei loro analoghi N-metilato e Boc-
protetto 38, 41 e 42. Inoltre, Thr261 con la sua catena laterale idrossilica 
si trova ad una distanza di 2.7 Å dall’ossigeno del carbonile del composto 
40.  
In generale, i composti con la catena laterale amminopropilica Boc-
protetta erano o inattivi o avevano attività inibitoria verso Tdp1 molto 
bassa (tabella 5).  
 






I composti Boc-protetti 29 e 31 sono debolmente attivi. IL composto N-
metilato 14 ha mostrato attività debole, ma tutti gli altri omologhi contenti 
una catena laterale N-metilata (9-13, 15,38, e 41) sono inattivi. Le 
molecole 15, 30 e 32-36 con una catena laterale acida in C-3 sull’anello A 
sono inattivi, con le eccezioni di 14 e 43. Le indenoisochinoline sostituite 
con un estere contenenti un catena laterale amminopropilica sono tutte 
attivi, ma l’attività diminuisce quando si aggiungono gruppi metilenici sulla 
catena laterale dell’estere, (tabella 5). L’etil estere 40, che ha una catena 
laterale corta, è attivo. 
Data l’importanza apparente della catena laterale amminopropilica per 
l’inibizione della Tdp1, sono stati selezionati 10 composti 54-63 dalla 
nostra libreria di inibitori della Top1 per studiare ulteriormente questa 
caratteristica (figura 34) [63,65,70]. Questi composti recanti il 3-amminopropil 
e il gruppo funzionale 11-chetonico sono risultati tutti attivi. La sostituzione 
dell’ammina primaria con il bromuro, l’azide, la morfolina o l’imidazolo ha 
reso i composti debolmente attivi o inattivi, come per esempio 49, 50, 52 e 
53 (tabella 5). Gli alcoli primari 58 e 63 sono inattivi, e questo indica che lo 
ione ammonio primario può essere importante per l’attività. I composti 59 
e 62, con accettori di legami a idrogeno in posizione 3 dell’anello A, sono 
inibitori della Tdp1. Sembra che l’attività inibitoria nei confronti di Tdp1 dei 
composti diminuisca quando la forza elettrondonatore del sostituente in 
posizione 3 aumenta, come si vede dagli IC50 dei composti 60>57>62 che 
sono rispettivamente >37, 18 e 12 µM. I composti 72-74 confermano la 
tendenza che un azoto che è più basico della morfolina o dell’imidazolo 
sulla catena laterale amminopropilica è necessario per l’attività inibitoria 
verso Tdp1. L’ammina primaria 84, è più attiva della ammina terziaria 85, 
suggerendo una limitazione sterica nel legame che si può avere anche 
nella serie 72-74. 
Studi di molecular modeling indicano che il carbonile dell’anello C o il 
carbonile ammidico dell’anello B possono interagire con i gruppi idrossilici 
della catena laterale di Ser400 o Thr261, come si vede nelle figure 37 e 
38. Nel caso del composto 14, il carbonile del lattame lega Thr261, mentre 
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nel 40 lega il chetone cosi i sistemi degli anelli sono “capovolti”. Questo 
suggerisce che il gruppo amminico del ligando 40, così come nelle altre 
indenoisochinoline-N-(3-amminopropil)-sostituite, possa giocare un ruolo 
cruciale nell’orientamento del ligando all’interno del sito di legame 
dell’enzima. 
Il composto 61, che contiene un idrossile al posto del chetone, non è 
attivo, suggerendo che per l’attività è importante che l’ossigeno del 
carbonile accetti un legame a idrogeno. La presenza di un gruppo 9-
metossi sull’anello D delle indenoisochinoline sembra avere un effetto 
positivo sull’attività inibitoria della Tdp1, come osservato per il 54 vs 60 o 
89 vs 62. Anche la posizione del gruppo metossi in C7, C8, o C9 influisce 
sul IC50 come visto con 51 (15 µM), 54 (11 µM) e 55 (5.8 µM). Il 
sostituente 9-metossi sembra giocare un ruolo maggiore sull’attività 
inibitoria della Tdp1 rispetto al sostituente in posizione 3. Nell’ambito delle 
9-metossi-indenoisochinoline, il gruppo elettronattrattore 3-nitro diminuisce 
l’attività rispetto ai derivati 4-iodio o 3-ammino-sostituiti. La IC50 dei 
composti attivi 54 (3-NO2), 84 (3-I), 89 (3-NH2) sono rispettivamente 11±1 
µM, 5.2±0.1 µM e 6.7±0.8 µM (tabella 6). Il composto 77, che contiene un 





Alcuni dei composti attivi sono stati studiati anche per la loro attività 
inibitoria nei confronti della Top1[63]. Per quanto riguarda i nuovi composti, 
49-53 sono meno attivi rispetto a 54 e 55. Per esempio, i composti 52 e 53 
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presentano attività inibitorie verso la Top1 piuttosto buone, e quelle di 54 e 
55 sono paragonabili a quelle della camptotecina. I composti 3-ciano 
sostituiti 72-74 hanno mostrato attività inibitorie verso la Top1 abbastanza 
basse. Il composto 3-ciano sostituito 77 ha buona attività verso la Top1. 
I composti iodio-sostituiti 84 e 85 sono attivi come inibitori di Top1, anche 
se non attivi quanto gli analoghi già riportati in letteratura come il 54 che 
ha un sostituente 3-nitro. Comunque, il sostituente 3-iodio può essere 
facilmente scambiato, aumentando così le alternative per la sostituzione. 
Quando il gruppo nitro del composto 54 è stato sostituito con un ammina 
per ottenere il composto 89, l’attività inibitoria Top1 è diminuita. 
L’inserimento di un gruppo metossi in posizione 9 del composto 60 ha 
aumentato l’attività inibitoria verso Top1 come visto con il 54 e 60. 
Comunque questa tendenza non è stata osservata con gli analoghi 
dell’anilina come visto con il 62 e 89. 
Tutti i composti sono stati testati per l’induzione dei complessi di scissione 
Top1-DNA che sono stabilizzati dall’inibizione della reazione di rilegatura 
del DNA mediante l’intercalazione dei farmaci tra le coppie basiche del 
DNA (figura 9). La camptotecina (90) e il composto lead già sintetizzato 
(91)[71-73] sono stati utilizzati come riferimento. I complessi di scissione 
sono stati monitorati usando il frammento del DNA 117-bp 32P 
sull’estremità 3’, che è stato fatto reagire con la Top1 ricombinante umana 
in presenza di concentrazioni crescenti di indenoisochinoline mentre la 
separazione dei frammenti del DNA è stata effettuata su gel denaturante. 
La sequenza preferenziale per intrappolare i complessi di scissione Top1-
DNA dalle indenoisochinoline sono simili l’uno all’altro, ma il modello è 
diverso da quello della camptotecina, indicando che le indenoisochinoline 
bersagliano il genoma diversamente. Comunque, le indenoisochinoline 52, 
77 e 85 differiscono l’una dall’altra nelle loro abilità di reprimere il DNA 
scisso a concentrazioni alte di composto. Come è evidente dal gel, le 
indenoisochinoline 85 e 77 che hanno sostituenti dimetilamminici terminali 
sulla catena laterale, agiscono ad alte concentrazioni di 100 µM, ma il 
composto 52, che ha il sostituente imidazolico all’estremità della catena, 
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non lo fa. Studi sul rilassamento del DNA di 7-azaindenoisochinoline simili 
hanno dimostrato che i composti con un sostituente N-(3-
dimetilamminopropilico) si intercalano nel DNA libero ad alte 
concentrazioni di composto, rendendo il DNA poco disponibile al 
complesso con la Top1, ma i composti con un sostituente N-(3-
immidazolopropilico) non si intercalano nel DNA libero e quindi la rottura 
del DNA non è eliminata ad alte concentrazioni di composto. Sebbene sia 
evidente una piccola attività ad alte concentrazioni dell’analogo 
imidazolico 52, non è comunque paragonabile alla attività osservata con 
gli analoghi dimetilamminici 77 e 85. 
Per valutare la potenzialità come agenti antitumorali, un gruppo di 
indenoisochinoline sono state saggiate per l’attività antiproliferativa verso 
le linee tumorali umane nell’Istituto Nazionale del Cancro; l’attività di ogni 
composto è stata valutata su 55 linee cellulari tumorali diverse con origini 
tumorali diverse[74-75]. I valori di GI50 ottenuti con le linee cellulari scelte, 
sono riportati nella tabella 7. Il grafico MGM è basato sul calcolo della 
media di tutti i GI50 di tutte le linee cellulari testate, nella quale i valori di 
GI50 sotto e sopra l’intervallo del test (10-8 a 10-4 M) sono presi come il 
minimo (10-8 M) e il massimo (10-4 M) della concentrazione del farmaco 
usato nel test di screening. Per confronto, nella tabella 7 sono state 
riportate le attività dei composti riportate in figura 34. Molti dei nuovi 
composti mostrano una potenza significativa verso varie linee cellulari con 
valori di GI50 nell’intervallo del micromolare o submicromolare. Tutti i 
composti della tabella 7, eccetto 22, 25, 43 e 63 mostrano una certa 
attività inibitoria verso entrambe Tdp1 e Top1. I nuovi composti più 
promettenti sono 52 e 89, con valori di GI50 nel grafico MGM di 0.02 µM e 
0.04 µM rispettivamente.  
In generale, le citotossicità non sono correlate molto bene con l’attività 
verso gli enzimi isolati. Per esempio, i composti 23, 40 e 62 hanno tutti la 
stessa potenza verso entrambi gli enzimi, ma le loro citotossicità MGM 
variano da 1.86 a 0.16 µM. Un altro esempio sarebbe il 54 (MGM 0.02µM) 
con 55 (MGM 1.41 µM) che hanno entrambi la stessa potenza verso Tdp1 
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e verso Top1. I composti 52 (MGM 0.02 µM) e 54 (MGM 0.02 µM) hanno 
lo stesso valore MGM ma sulla base delle potenzialità inibitorie di Tdp1 e 
Top1, ci si aspettava che il 54 fosse più citotossico del 52. Queste 
differenze nelle citotossicità possono riflettere profili diversi di 







PROGETTAZIONE, SINTESI E VALUTAZIONE BIOLOGICA DELLE 
INDENOISOCHINOLINE O-2-MODIFICATE 
 
In un recente lavoro[77], sulla base dello scheletro delle indenoisochinoline, 
gli autori hanno cercato di definire i parametri strutturali associato 
all’attività inibitoria duale Top1-Tdp1. 
La struttura del derivato della morfolina (13) (schema 3) è stata dockata 
nella struttura cristallina (PDB ID: 1SC7) del sito di scissione Top1-DNA 
usando le coordinate del baricentro del ligando indenoisochinolinico. Il 
composto 13 si intercala nel sito di scissione del DNA tra le coppie di basi 







Gli anelli A e B si raggruppano con le basi del filamento scissile, mentre gli 
anelli C e D si raggruppano con le basi del filamento non scisso. Il gruppo 
carbonilico sull’anello C forma un legame a idrogeno con l’azoto della 
catena laterale di Arg364 con una distanza di legame N-O di 2.5 Å, che è 
un contatto importante per l’attività inibitoria della Top1[59]. Vale la pena 
ricordare che anche Asp533 è un residuo importante necessario per la 
sensibilità enzimatica alle CPT[60]. La struttura cristallina a raggi X del 
complesso ternario camptotecina-Top1-DNA indica che la camptotecina si 
intercala nel sito di rottura del DNA e forma due legami a idrogeno con il 
sito attivo. Un legame a idrogeno sul complesso terziario di scissione della 
camptotecina è formato da un atomo di azoto della Arg364 con una coppia 
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di elettroni liberi dell’N-1 dell’anello B della camptotecina (distanza N-N 2.9 
Å); l’altra interazione è data dal legame a idrogeno tra l’idrossile C-20 e 
l’atomo di ossigeno di Asp533 (distanza O-O 3.4 Å). Nello studio di 
docking molecolare (figura 31), la distanza calcolata tra l’atomo di 
ossigeno in posizione 2 del composto 13 e il gruppo carbonilico del 
Asp533 è risultato 4.7 Å. Il docking suggerisce che i sostituenti 
amminoalchilici legati in posizione O-2 accanto al filamento rotto del DNA, 
possono essere usati per legare il gruppo carbossilico del Asp533. 
Pertanto sono stati progettati una serie di derivati di O-2 





Tutti i nuovi derivati della indenoisochinolina con catena laterale in C-2 
sono stati sottoposti a saggi di scissione del DNA mediato dalla Top1. A 
questo proposito, un frammento di DNA di 117 bp con l’estremità 3’ 
marcata con 32P è stato incubato con la Top1 e quattro diluizioni a partire 
da 100 µM di composto da testare. I frammenti di DNA sono stati separati 
in gel denaturante. Le attività inibitorie verso Top1 sono state assegnate 
sulla base della ispezione visuale del numero e della intensità delle bande 
del gel corrispondenti ai frammenti di DNA scisso mediato dalla Top1. I 
risultati di questo saggio sono relativi all’attività inibitoria verso Top1 dei 
composti 1 e 5 e sono espresse in maniera semiquantitativa. Come 
mostrato nella tabella 4, il composto 17 che ha una catena laterale 
amminopropilica, ha attività inibitoria molto debole. Dopo la conversione 
 81 
dell’ammina primaria in dimetilammina, l’attività inibitoria di 18 diventa 
simile a quella del composto 5. Una variazione analoga si osserva per il 
composto etilamminopropilico 19, che ha una attività inibitoria Top1 
migliore rispetto a 17. L’introduzione di una morfolina all’estremità della 
catena propilica ha dato il composto 20, che è risultato un promettente 
inibitore della Top1. Di conseguenza, anche la N-metilpiperazina, 
piperidina, e pirrolidina, e i composti corrispondenti 21-23 hanno 
dimostrato buona attività inibitoria verso Top1. I composti 15, 24 e 26 in 
cui manca la catena laterale amminopropilica sono risultati inibitori di Top1 
modesti, con debole attività. L’attività inibitoria di Top1 dell’ammina 
primaria 17 è bassa, ma migliora dopo la conversione dell’ammina 
primaria a dimetilammina o ad altre ammine cicliche. L’ingombro sterico 
extra attorno all’azoto può aiutare a posizionare l’azoto protonato per 
legare il carbossilato dell’Asp533.  
Le preferenze sequenziali per intrappolare i complessi di scissione Top1-
DNA da parte di queste indenoisochinoline sono simili l’una all’altra, ma il 
modello è diverso dalla camptotecina, indicando che le indenoisochinoline 
bersagliano il genoma in modo diverso rispetto alla camptotecina. Com’è 
evidente dal gel, queste indenoisochinoline reprimono la rottura del DNA 
ad alte concentrazioni di 100 µM. Secondo studi di rilassamento del 
DNA[61], questo risultato può essere attribuito alla abilità di queste 
indenoisochinoline di intercalarsi nel DNA libero ad alti livelli del farmaco, 
reprimendo cosi la rottura del DNA da parte di Top1, rendendo il DNA più 
povero di Top1.  
Per razionalizzare l’effetto dell’introduzione della catena laterale 
amminopropilica sulla posizione O-2 delle indenoisochinoline sulla loro 
attività inibitoria della Top1, il composto 20 è stato scelto per uno studio di 
docking. Come mostrato nella figura 32, il composto 20 si intercala nel sito 
di DNA scisso, tra le coppie di basi +1 e -1. Gli anelli A e B raggruppano 
con le basi del filamento scissile, mentre gli anelli C e D si raggruppano 
con le basi del filamento non scisso, il che è in accordo con il modo di 
legarsi del composto 13. Il gruppo carbonilico sull’anello C nel solco 
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minore del DNA forma un legame a idrogeno con un azoto della catena 
laterale dell’Arg364, con una distanza O-N di 2.5 Å, e come aspettato, c’è 
un legame a idrogeno tra l’azoto dell’anello della morfolina nel solco 
maggiore del DNA e la catena laterale di Asp533 con una distanza di 3.1 
Å, che può contribuire al miglioramento dell’attività inibitoria verso Top1 di 






Le attività inibitorie di Tdp1 delle indenoisochinoline O-2-sostituite sono 
state misurate determinando la loro abilità di inibire l’idrolisi del legame 
fosfodiesterico tra tirosina e l’estremità 3’ del substrato oligonucleotidico 
del DNA, prevenendo cosi la generazione di un oligonucleotide con 
l’estremità 3’-fosfato libera (N14P, schema 4). Quindi la mancanza di una 
banda di gel per N14P indica inibizione di Tdp1. Le attività inibitorie delle 
indenoisochinoline O-2-modificate sono riportate in tabella 4, è riportato un 
gel rappresentativo che dimostra che l’inibizione di Tdp1 è dose 
dipendente. La IC50 della Tdp1 è stata determinata in duplicato usando 










Dalla tabella 4, è chiaro che i composti 18 e 19 con un gruppo 
dimetilamminico o etilamminico all’estremità della catena laterale propilica, 
mostrano attività inibitoria della Tdp1 sufficiente. I composti 22 e 23 con 
anelli a sei o cinque all’estremità della catena laterale propilica, esibiscono 
una buona inibizione di Tdp1. Comunque quando la posizione 4 del ciclo a 
sei è sostituita con un eteroatomo (ossigeno per il composto 20 e azoto 
per il composto 21), non si osserva nessuna attività inibitoria verso Tdp1. 






Secondo uno studio precedente [62[, su Tdp1, due regioni specifiche sono 
importanti per il legame dell’enzima al substrato, definite la regione 
catalitica e la regione idrofobica. La regione catalitica della Tdp1 possiede 
due residui di lisina (265 e 495) e due residui di istidina (263 e 493), che 
sono responsabili per la stabilizzazione del fosfato del DNA caricato 
negativamente, mentre la regione idrofobica consiste in alcuni residui 
(Ala520, Ala456, Phe259, Met491, Gly260, Tyr261 ecc) localizzati 
all’apice del canale del substrato. Il composto 22, che ha la catena laterale 
propilica legata ad una piperidina, è stato dockato nel sito attivo della 
struttura cristallina di Tdp1 (PDB ID: 1RFF) usando GOLD. Il composto 22 
si adatta bene nelle due regioni catalitica e idrofobica formando quattro 
legami a idrogeno. L’ossigeno 2-etereo sull’anello A e il gruppo 11-
carbonilico sull’anello C del composto 22 (schema 14) dovrebbero formare 
legami a idrogeno rispettivamente con i residui catalitici di istidina 493 e 
263. Ci sono anche legami a idrogeno tra il gruppo 11-carbonilico 
sull’anello C e Asn516, come anche tra l’atomo di azoto della piperidina 
sulla catena laterale e Ser459. La piperidina della catena laterale propilica 
del composto 22 occupa la regione idrofobica, come ci si aspettava, e ciò 
fornisce una ragione per la maggiore attività verso Tdp1 dei composti con 
catene laterali di tre atomi di carbonio connesse ad ammine con più 
sostituenti idrofobici. Per esempio, i composti 18 e 19 (schema 15), che 
hanno gruppi dimetilamminici e etilamminici sull’estremità della catena 
laterale propilica, esibiscono attività eccellente verso Tdp1, e i composti 
22 e 23, con piperidina e pirrolidina sull’estremità della catena laterale 
propilica, dimostrano attività promettente verso Tdp1. Al contrario, i 
composti 20 e 21 che hanno ammine meno idrofobiche, N-metilpiperazina 
e morfolina non dimostrano nessuna attività inibitoria verso Tdp1. 
Sebbene sia stato interessante ottimizzare i composti per inibire i due 
enzimi (Top1 e Tdp1) simultaneamente, studi di molecular docking hanno 
portano all’ipotesi che lo scheletro delle indenoisochinoline presente negli 
inibitori della Top1 può essere alloggiato nella regione catalitica del sito 
attivo della Tdp1 e che una catena laterale a tre carboni in posizione O-2 
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contenente ammine terminali con sostituenti idrofobici, può legarsi alla 
regione idrofobica della Tdp1. Questo approccio è stato convalidato dal 
saggio di inibizione enzimatica che ha dimostrato una significativa 
inibizione di entrambe gli enzimi da parte dei composti 18, 19, 22, e 23. 
I composti selezionati sono stati testati per l’attività anti-proliferativa in uno 
screening di 60 linee cellulari preso l’NCI (NCI60). Le cellule sono state 
incubate con i composti testati a concentrazioni di 100, 10, 1, 0.1 e 0.01 
µM per 48 ore prima del trattamento con il colorante solforodamina B. Le 
densità ottiche sono state registrate, e i loro rapporti relativi a quello del 
controllo sono state riportate come crescita percentuale rispetto al log 
della concentrazione del composto testato. La concentrazione che 
corrisponde alla inibizione della crescita del 50% (GI50) è stata calcolata 
mediante interpolazione tra i punti localizzati sopra e sotto l’inibizione della 
crescita del 50%. I risultati sono riportati nella tabella 8. Molte delle nuove 
indenoisochinoline O-2 modificate mostrano significativa potenza verso 
varie linee cellulari con GI50 nel basso micromolare (composti 22 e 24) e 
submicromolare (composti 15, 17, 20). Anche i composti 20, 22 e 23 che 
hanno un effetto inibitorio potente verso Top1, hanno valori di citotossicità 
nel grafico (MGM) cha vanno da 1.575 ± 0.233 a 0.24 ± 0.028 µM. 
Sebbene i valori nel grafico MGM non differiscono molto, in generale, c’è 
una mancanza di correlazione tra l’ordine delle citotossicità osservate e 
l’inibizione dei due enzimi studiati. Per esempio, l indenoisochinolina 15 è 
il composto più citotossico, ma ha attività inibitoria verso Top1 debole e 
nessuna attività inibitoria verso Tdp1. Al contrario, la citotossicità del 
composto 22 è bassa, ma ha attività relativamente alta verso i due enzimi. 
I valori di GI50 nelle linee cellulari individuali variano in maniera più ampia 
rispetto ai valori di MGM, e sono osservate differenze più significante. Per 
esempio, il composto 24 è l’indenoisochinolina più citotossica verso la 
linea cellulare del polmone HOP-62, ma come indicato dal grafico ha la 
tossicità più basso di tutti. Perciò la mancanza di una forte correlazione tra 
l’inibizione dell’enzima e la citotossicità è una cosa complicata che può 
essere influenzata da linee cellulari particolari, cosi come da differenze di 
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penetrazione cellulare, distribuzione nella cellula, metabolismo, espulsione 
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